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(54)【発明の名称】 ＳＮＯＲＦ３６ａおよびＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体をコードするＤＮＡ

(57)【要約】
【解決手段】  本発明は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体
をコード化している単離した核酸、精製した哺乳類ＳＮ
ＯＲＦ３６受容体、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６をコード化し
ている核酸を備えるベクター、そのようなベクターを備
える細胞、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対する抗体、
哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している核酸を
検出するために有用な核酸プローブ、哺乳類ＳＮＯＲＦ
３６受容体をコード化している核酸に固有の配列に相補
的なアンチセンスオリゴヌクレオチド、正常または変異
哺乳物ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているＤＮＡ
を発現するトランスジェニック、非ヒト動物、哺乳類Ｓ
ＮＯＲＦ３６受容体を単離する方法、哺乳類ＳＮＯＲＦ
３６受容体の活性に関連する異常を処置する方法、およ
び哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対する化合物の結合を
検出する方法、ＳＮＯＲＦ３６受容体のアゴニストおよ
び拮抗物質を同定する方法、およびそのように同定され
たアゴニストおよび拮抗物質を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化する単離された核酸

。

    【請求項２】  核酸がＤＮＡである、請求項１に記載の核酸。

    【請求項３】  ＤＮＡがｃＤＮＡである、請求項２に記載の核酸。

    【請求項４】  ＤＮＡがゲノムＤＮＡである、請求項２に記載のＤＮＡ。

    【請求項５】  核酸がＲＮＡである、請求項１に記載の核酸。

    【請求項６】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体がヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体

である、請求項１に記載の核酸。

    【請求項７】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体がヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体

である、請求項１に記載の核酸。

    【請求項８】  ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体が、プラスミドｐｃＤＮＡ３．

１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－２０３９７７）によっ

てコード化されるものと同一のアミノ酸配列を有する、請求項６に記載の核酸。

    【請求項９】  ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体が、プラスミドｐｃＤＮＡ３．

１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－２０３９７６）によっ

てコード化されるものと同一のアミノ酸配列を有する、請求項７に記載の核酸。

    【請求項１０】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体がラットＳＮＯＲＦ３６受容

体である、請求項１に記載の核酸。

    【請求項１１】  ラットＳＮＯＲＦ３６受容体が、プラスミドｐＥＸＪ．Ｔ

７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）によって

コード化されるものと同一のアミノ酸配列を有する、請求項１０に記載の核酸。

    【請求項１２】  ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体が、図２Ａ－２Ｂに示すアミ

ノ酸配列（配列番号２）と同一のアミノ酸配列を有する、請求項６に記載の核酸

。

    【請求項１３】  ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体が、図４Ａ－４Ｃに示すアミ

ノ酸配列（配列番号４）と同一のアミノ酸配列を有する、請求項７に記載の核酸

。

    【請求項１４】  ラットＳＮＯＲＦ３６受容体が、図１０Ａ－１０Ｃに示す
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アミノ酸配列（配列番号８）と同一のアミノ酸配列を有する、請求項１０に記載

の核酸。

    【請求項１５】  精製哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体タンパク質。

    【請求項１６】  ＳＮＯＲＦ３６受容体タンパク質がヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体タンパク質である、請求項１５に記載の精製哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

タンパク質。

    【請求項１７】  ＳＮＯＲＦ３６受容体タンパク質がヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ

受容体タンパク質である、請求項１５に記載の精製哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

タンパク質。

    【請求項１８】  ＳＮＯＲＦ３６受容体タンパク質がラットＳＮＯＲＦ３６

受容体タンパク質である、請求項１５に記載の精製哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

タンパク質。

    【請求項１９】  請求項１に記載の核酸を含むベクター。

    【請求項２０】  請求項６または請求項７に記載の核酸を含むベクター。

    【請求項２１】  請求項１０に記載の核酸を含むベクター。

    【請求項２２】  受容体をコード化する核酸と連動する核酸の細胞における

発現に必要な調節要素を備え、それを発現させる、細菌、両生類、酵母、昆虫ま

たは哺乳類の細胞における発現に適応する請求項１９、２０または２１に記載の

ベクター。

    【請求項２３】  ベクターがバキュロウイルスである、請求項２２に記載の

ベクター。

    【請求項２４】  ベクターがプラスミドである、請求項１９に記載のベクタ

ー。

    【請求項２５】  ｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受

託番号ＰＴＡ－２０３９７７）で表わされる請求項２４に記載のプラスミド。

    【請求項２６】  ｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受

託番号ＰＴＡ－２０３９７６）で表わされる請求項２４に記載のプラスミド。

    【請求項２７】  ｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄

託番号ＰＴＡ－１２１６）で表わされる請求項２４に記載のプラスミド。
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    【請求項２８】  請求項２２に記載のベクターを含む細胞。

    【請求項２９】  細胞が哺乳類以外の細胞である、請求項２８に記載の細胞

。

    【請求項３０】  哺乳類以外の細胞がアフリカツメガエル卵母細胞またはア

フリカツメガエルメラニン細胞である、請求項２９に記載の細胞。

    【請求項３１】  細胞が哺乳類細胞である、請求項２８に記載の細胞。

    【請求項３２】  細胞が、ＣＯＳ－７細胞、２９３ヒト胎児腎臓細胞、ＮＩ

Ｈ－３Ｔ３細胞、ＬＭ（ｔｋ－）細胞、マウスＹ１細胞、またはＣＨＯ細胞であ

る、請求項３１に記載の哺乳類細胞。

    【請求項３３】  細胞が昆虫細胞である、請求項２８に記載の細胞。

    【請求項３４】  昆虫細胞が、Ｓｆ９細胞、Ｓｆ２１細胞、またはイラクサ

ギンウワバ  ５Ｂ－４細胞である、請求項３３に記載の昆虫細胞。

    【請求項３５】  請求項２８、２９、３１、３２、３３または３４のいずれ

か一項に記載の細胞から単離される膜標本。

    【請求項３６】  プローブが、プラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ

３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－２０３９７７）に含まれるヒトＳＮＯＲ

Ｆ３６ａ受容体をコード化する核酸の二本鎖のうちの一本中に存在する非反復配

列に相補的な配列を有する、少なくとも１５のヌクレオチドを含み、哺乳類ＳＮ

ＯＲＦ３６受容体をコード化する核酸と特異的にハイブリッド形成する核酸プロ

ーブ。

    【請求項３７】  プローブが、プラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ

３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－２０３９７６）に含まれるヒトＳＮＯＲ

Ｆ３６ｂ受容体をコード化する核酸の二本鎖のうちの一本中に存在する非反復配

列に相補的な配列を有する、少なくとも１５のヌクレオチドを含み、哺乳類ＳＮ

ＯＲＦ３６受容体をコード化する核酸と特異的にハイブリッド形成する核酸プロ

ーブ。

    【請求項３８】  プローブが、プラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３

６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）に含まれる哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体をコード化する核酸の二本鎖のうちの一本中に存在する非反復配列に
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相補的な配列を有する、少なくとも１５のヌクレオチドを含み、哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体をコード化する核酸と特異的にハイブリッド形成する核酸プローブ

。

    【請求項３９】  プローブが、（ａ）図１Ａ－１Ｃに示す核酸配列（配列番

号１）または（ｂ）その逆補体中に存在する非反復配列に相補的な配列を有する

、少なくとも１５のヌクレオチドを含み、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード

化する核酸と特異的にハイブリッド形成する核酸プローブ。

    【請求項４０】  プローブが、（ａ）図３Ａ－３Ｃに示す核酸配列（配列番

号３）または（ｂ）その逆補体中に存在する非反復配列に相補的な配列を有する

、少なくとも１５のヌクレオチドを含み、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード

化する核酸と特異的にハイブリッド形成する核酸プローブ。

    【請求項４１】  プローブが、（ａ）図９Ａ－９Ｃに示す核酸配列（配列番

号７）または（ｂ）その逆補体中に存在する非反復配列に相補的な配列を有する

、少なくとも１５のヌクレオチドを含み、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード

化する核酸と特異的にハイブリッド形成する核酸プローブ。

    【請求項４２】  核酸がＤＮＡである、請求項３９、４０または４１に記載

の核酸プローブ。

    【請求項４３】  核酸がＲＮＡである、請求項３９、４０または４１に記載

の核酸プローブ。

    【請求項４４】  請求項５に記載のＲＮＡへ特異的にハイブリッド形成して

、ＲＮＡの翻訳を防止することができる配列を有するアンチセンスオリゴヌクレ

オチド。

    【請求項４５】  請求項４に記載のゲノムＤＮＡへ特異的にハイブリッド形

成して、ゲノムＤＮＡの翻訳を防止することができる配列を有するアンチセンス

オリゴヌクレオチド。

    【請求項４６】  オリゴヌクレオチドが、化学変性ヌクレオチドまたはヌク

レオチド類似体を含む、請求項４４または４５に記載のアンチセンスオリゴヌク

レオチド。

    【請求項４７】  請求項１の核酸によってコード化される哺乳類ＳＮＯＲＦ



(6) 特表２００３－５１００１３

３６受容体に結合することができる抗体。

    【請求項４８】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受

容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である、

請求項４７に記載の抗体。

    【請求項４９】  請求項４７に記載の抗体の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に

対する結合を競合的に抑制することができる薬剤。

    【請求項５０】  抗体がモノクローナル抗体または抗血清である、請求項４

７に記載の抗体。

    【請求項５１】  （ａ）細胞膜を通過することができ、哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体の発現を減少させるために有効な量の請求項４４に記載のオリゴヌクレ

オチド、および（ｂ）細胞膜を通過することができる製薬上許容され得る担体を

含む薬学的組成物。

    【請求項５２】  オリゴヌクレオチドが、ｍＲＮＡを不活性化する物質に結

合する、請求項５１に記載の薬学的組成物。

    【請求項５３】  ｍＲＮＡを不活性化する物質がリボザイムである、請求項

５２に記載の薬学的組成物。

    【請求項５４】  製薬上許容され得る担体が、構造への結合後には細胞によ

って吸収され得る細胞上の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合する構造を含む、

請求項５２に記載の薬学的組成物。

    【請求項５５】  製薬上許容され得る担体が、選択される細胞のタイプに特

有の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することができる、請求項５４に記載の

薬学的組成物。

    【請求項５６】  配位子のヒトＳＮＯＲＦ３６受容体に対する結合を阻害す

るために有効な量の請求項４７に記載の抗体および製薬上許容され得る担体を含

む薬学的組成物。

    【請求項５７】  請求項１に記載の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化

するＤＮＡを発現するヒト以外のトランスジェニック哺乳類。

    【請求項５８】  天然哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をノックアウトする相同

組換えを含む、ヒト以外のトランスジェニック哺乳類。
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    【請求項５９】  そのゲノムが、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化す

るｍＲＮＡに相補的であり、このｍＲＮＡとハイブリッド形成することによって

、こうしたｍＲＮＡの翻訳およびこうした受容体の発現を減少させるアンチセン

スｍＲＮＡに転写されるようにゲノム内に配置される、請求項１に記載の哺乳類

ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡに相補的なアンチセンスＤＮＡを含

む、ヒト以外のトランスジェニック哺乳類。

    【請求項６０】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡが誘導

プロモーターをさらに含む、請求項５７または５８に記載のヒト以外のトランス

ジェニック哺乳類。

    【請求項６１】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡが組織

特異性調節要素をさらに含む、請求項５７または５８に記載のヒト以外のトラン

スジェニック哺乳類。

    【請求項６２】  ヒト以外のトランスジェニック哺乳類がマウスである、請

求項５７、５８または５９に記載のヒト以外のトランスジェニック哺乳類。

    【請求項６３】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡを含有

し、この受容体を細胞表面上で発現する細胞（こうした細胞は、哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体を正常に発現しない）と化合物とを結合に適する条件もとで接触さ

せること、および化合物の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対する特異的結合を検

出することを含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対して特異的に結合する化合

物を同定するための方法。

    【請求項６４】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡを含有

し、この受容体を細胞表面上で発現する細胞（こうした細胞は、哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体を正常に発現しない）からの膜標本と化合物とを結合に適する条件

もとで接触させること、および化合物の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対する特

異的な結合を検出することを含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対して特異的

に結合する化合物を同定するための方法。

    【請求項６５】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体がヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容

体またはヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である、請求項６３または６４に記載の方

法。
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    【請求項６６】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、プラスミドｐｃＤＮＡ３

．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－２０３９７７）によ

ってコード化されるヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体と実質的に同じアミノ酸配列を

有する、請求項６３または６４に記載の方法。

    【請求項６７】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、プラスミドｐｃＤＮＡ３

．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－２０３９７６）によ

ってコード化されるヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体と実質的に同じアミノ酸配列を

有する、請求項６３または６４に記載の方法。

    【請求項６８】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、図２Ａ－２Ｂ（配列番号

２）または図４Ａ－４Ｃ（配列番号４）に示すものと実質的に同じアミノ酸配列

を有する、請求項６３または６４に記載の方法。

    【請求項６９】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、図２Ａ－２Ｂ（配列番号

２）または図４Ａ－４Ｃ（配列番号４）に示すアミノ酸配列を有する、請求項６

３または６４に記載の方法。

    【請求項７０】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体がラットＳＮＯＲＦ３６受容

体である、請求項６３または６４に記載の方法。

    【請求項７１】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、プラスミドｐＥＸＪ．Ｔ

７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）によって

コード化されるラットＳＮＯＲＦ３６受容体と実質的に同じアミノ酸配列を有す

る、請求項６３または６４に記載の方法。

    【請求項７２】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、図１０Ａ－１０Ｃに示す

もの（配列番号８）と実質的に同じアミノ酸配列を有する、請求項６３または６

４に記載の方法。

    【請求項７３】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、図１０Ａ－１０Ｃに示す

もの（配列番号８）と同じアミノ酸配列を有する、請求項６３または６４に記載

の方法。

    【請求項７４】  化合物が、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体と結合することを

以前に知られていない、請求項６３または６４に記載の方法。

    【請求項７５】  請求項７４に記載の方法によって同定される化合物。
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    【請求項７６】  細胞が昆虫細胞である、請求項６３または６４に記載の方

法。

    【請求項７７】  細胞が哺乳類細胞である、請求項６３または６４に記載の

方法。

    【請求項７８】  細胞が神経以外の細胞起源である、請求項７７に記載の方

法。

    【請求項７９】  神経以外の細胞が、ＣＯＳ－７細胞、２９３ヒト胎児腎臓

細胞、ＣＨＯ細胞、ＮＩＨ－３Ｔ３細胞、マウスＹ１細胞、またはＬＭ（ｔｋ－

）細胞である、請求項７８に記載の方法。

    【請求項８０】  化合物が、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体と結合することを

以前に知られていない化合物である、請求項７７に記載の方法。

    【請求項８１】  請求項８０の方法によって同定される化合物。

    【請求項８２】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を細胞表面上で発現する細胞

（こうした細胞は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を正常に発現しない）を、化合

物および受容体に結合することが知られている第二化合物の両方と、および第二

化合物のみと、こうした化合物が受容体に結合するために適する条件もとで別個

に接触させること、ならびに化合物の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対する特異

的な結合を検出することを含む方法であって、試験される化合物が存在する状態

での第二化合物の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対する結合の減少が、こうした

化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することを示す、哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体に対して特異的に結合する化合物を同定するための競合的結合を含む

方法。

    【請求項８３】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を細胞表面上で発現する細胞

（こうした細胞は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を正常に発現しない）からの膜

標本を、化合物および受容体に結合することが知られている第二化合物の両方と

、および第二化合物のみと、こうした化合物が受容体に結合するために適する条

件もとで別個に接触させること、ならびに化合物の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

に対する特異的な結合を検出することを含む方法であって、試験される化合物が

存在する状態での第二化合物の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対する結合の減少
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が、こうした化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することを示す、哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対して特異的に結合する化合物を同定するための競合

的結合を含む方法。

    【請求項８４】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体がヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容

体またはヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である、請求項８２または８３に記載の方

法。

    【請求項８５】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体がラットＳＮＯＲＦ３６受容

体である、請求項８２または８３に記載の方法。

    【請求項８６】  細胞が昆虫細胞である、請求項８２または８３に記載の方

法。

    【請求項８７】  細胞が哺乳類細胞である、請求項８２または８３に記載の

方法。

    【請求項８８】  細胞が神経以外の細胞起源である、請求項８７に記載の方

法。

    【請求項８９】  神経以外の細胞が、ＣＯＳ－７細胞、２９３ヒト胎児腎臓

細胞、ＣＨＯ細胞、ＮＩＨ－３Ｔ３細胞、マウスＹ１細胞、またはＬＭ（ｔｋ－

）細胞である、請求項８８に記載の方法。

    【請求項９０】  化合物が、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体と結合することを

以前に知られていない、請求項８９に記載の方法。

    【請求項９１】  請求項９０の方法によって同定される化合物。

    【請求項９２】  （ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡ

でトランスフェクションされ、これを発現する細胞と、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体に対して特異的に結合することが知られている化合物とを接触させる工程；

  （ｂ）こと（ａ）の細胞と、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体と特異的に結合する

ことが知られていない多数の化合物とを、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合す

ることが知られている化合物を結合させる条件のもとで接触させること；

  （ｃ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することが知られている化合物の結

合が、前記多数の化合物が存在しない状態での化合物の結合に比して、多数の化

合物が存在する状態で減少するかどうかを測定すること；およびそうである場合
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には、

  （ｄ）前記多数の化合物の中に含まれる各化合物の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体への結合を別個に測定することによって、その中に含まれる、哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体に対して特異的に結合する一切の化合物を同定すること

を含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することが知られていない多数の化

合物をスクリーニングして、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体と特異的に結合する化

合物を同定する方法。

    【請求項９３】  （ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡ

でトランスフェクションされ、これを発現する細胞からの膜標本と、哺乳類ＳＮ

ＯＲＦ３６受容体に対して特異的に結合することが知られていない多数の化合物

とを、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することが知られている化合物を結合

させる条件のもとで接触させること；

  （ｂ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することが知られている化合物の結

合が、前記多数の化合物が存在しない状態での化合物の結合に比して、多数の化

合物が存在する状態で減少するかどうかを測定すること；およびそうである場合

には、

  （ｃ）前記多数の化合物の中に含まれる各化合物の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体への結合を別個に測定することによって、その中に含まれる、哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体に対して特異的に結合する一切の化合物を同定すること

を含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することが知られていない多数の化

合物をスクリーニングして、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体と特異的に結合する化

合物を同定する方法。

    【請求項９４】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体がヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容

体またはヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である、請求項９２または９３に記載の方

法。

    【請求項９５】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体がラットＳＮＯＲＦ３６受容

体である、請求項９２または９３に記載の方法。

    【請求項９６】  細胞が哺乳類細胞である、請求項９２または９３に記載の

方法。
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    【請求項９７】  哺乳類細胞が神経以外の細胞起源である、請求項９６に記

載の方法。

    【請求項９８】  神経以外の細胞が、ＣＯＳ－７細胞、２９３ヒト胎児腎臓

細胞、ＬＭ（ｔｋ－）細胞、ＣＨＯ細胞、マウスＹ１細胞、またはＮＩＨ－３Ｔ

３細胞である、請求項９７に記載の方法。

    【請求項９９】  細胞から全ｍＲＮＡを得ること、そうして得られたｍＲＮ

Ａと請求項３６、３７、３８、３９、４０または４１に記載の核酸プローブとを

、ハイブリッド形成条件下で接触させること、プローブにハイブリッド形成され

たｍＲＮＡの存在を検出すること、およびその結果、細胞による哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体の発現を検出することを含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体につい

てのｍＲＮＡコーディングの存在を検出することによって哺乳類ＳＮＯＲＦ３６

受容体の発現を検出する方法。

    【請求項１００】  細胞と請求項４７に記載の抗体とを、その抗体を受容体

に結合させる条件のもとで接触させること、細胞に結合した抗体の存在を検出す

ること、およびその結果、細胞表面上の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の存在を検

出することを含む、細胞の表面上の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の存在を検出す

る方法。

    【請求項１０１】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性レベルが哺乳類ＳＮ

ＯＲＦ３６受容体の発現を調節する誘導プロモーターの使用によって変えられる

請求項５７に記載のヒト以外のトランスジェニック哺乳類を生じることを含む、

哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性レベルを変化させることの生理学的効果を測

定する方法。

    【請求項１０２】  それぞれが異なる量の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発

現する請求項５７に記載のヒト以外のトランスジェニック哺乳類の一団を生じる

ことを含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性レベルを変化させることの生理

学的効果を測定する方法。

    【請求項１０３】  請求項５７、５８または５９に記載のヒト以外のトラン

スジェニック哺乳類に化合物を投与すること、および哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体の過活性の結果としてヒト以外のトランスジェニック哺乳類が示すなんらかの



(13) 特表２００３－５１００１３

生理障害および／または行動障害を化合物が緩和するかどうかを測定することを

含む方法であって、こうした異常の緩和によって化合物を拮抗物質として同定す

る、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を低下させることによって緩和される異

常を緩和することができる拮抗物質を同定する方法。

    【請求項１０４】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である

、請求項１０３に記載の方法。

    【請求項１０５】  請求項１０３に記載の方法によって同定される拮抗物質

。

    【請求項１０６】  請求項１０５に記載の拮抗物質および担体を含む組成物

。

    【請求項１０７】  被験者に有効量の請求項１０６に記載の薬学的組成物を

投与することによって、異常を治療することを含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体の活性を低下させることによって緩和される被験者の異常を治療する方法。

    【請求項１０８】  化合物を請求項５７、５８または５９のヒト以外のトラ

ンスジェニック哺乳類に投与すること、およびその化合物がヒト以外のトランス

ジェニック哺乳類によって示されるなんらかの生理障害および／または行動障害

を緩和するかどうかを測定することを含む方法であって、こうした異常の緩和に

よって化合物を作用物質として同定する、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を

増大させることによって緩和される被験者の異常を緩和することができる作用物

質を同定する方法。

    【請求項１０９】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である

、請求項１０８に記載の方法。

    【請求項１１０】  請求項１０９に記載の方法によって同定される作用物質

。

    【請求項１１１】  請求項１１０に記載の方法によって同定される作用物質

および担体を含む組成物。

    【請求項１１２】  被験者に有効量の請求項１１１に記載の組成物を投与す
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ることによって、異常を治療することを含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活

性を増大させることによって緩和される被験者の異常を治療する方法。

    【請求項１１３】  （ａ）障害を有する被験者のＤＮＡを得ること；

  （ｂ）制限酵素の一団を用いてＤＮＡの制限消化を行うこと；

  （ｃ）サイジングゲルを用いて得られたＤＮＡ断片を電気泳動によって分離す

ること；

  （ｄ）得られたゲルと、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化し、検出可能

なマーカーで標識された核酸分子の配列中に含まれる非反復配列と特異的にハイ

ブリッド形成することができる核酸プローブとを接触させること；

  （ｅ）請求項１の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡにハイブ

リッド形成された標識バンドを検出して、障害を有する被験者のＤＮＡに特有の

固有バンドパタンを作ること；

  （ｆ）その障害にまだ有していない被験者から分析判定のために得たＤＮＡを

用いてこと（ａ）～（ｅ）を繰り返すこと；および

  （ｇ）工程（ｅ）からの障害を有する被験者のＤＮＡに特有の独自のバンドパ

タンと、その障害をまだ有していない被験者に関する工程（ｆ）からのバンドパ

タンとを比較して、パタンが同じであるか異なるかを決定し、その結果、パタン

が同じ場合にはその障害に対する素質を分析判定すること

を含む、特定の哺乳類対立遺伝子の活性に関連する障害に対する素質を分析判定

するための方法。

    【請求項１１４】  特定の哺乳類対立遺伝子の活性に関連する障害を分析判

定する、請求項１１３に記載の方法。

    【請求項１１５】  （ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発現する細胞を培

養すること；

  （ｂ）細胞から哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を回収すること；および

  （ｃ）そうして回収した哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を精製すること

を含む、請求項１５に記載の精製哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を調製する方法。

    【請求項１１６】  （ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化する核酸

を適する発現ベクターに挿入すること；
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  （ｂ）得られたベクターを適する宿主細胞に導入すること；

  （ｃ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を生成させるために適する条件のもとに得

られた宿主細胞を置くこと；

  （ｄ）そうして生成された哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を回収すること；およ

び任意に、

  （ｅ）そうして回収された哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を単離および／または

精製すること

を含む、請求項１５に記載の精製哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を調製する方法。

    【請求項１１７】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡでト

ランスフェクションされ、これを発現する細胞と化合物とを哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体を活性化させる条件のもとで接触させること、および哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体の活性のあらゆる増大を検出することを含み、それによって、化合物

が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体作用物質であるかどうかを決定する、化合物が哺

乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体作用物質であるかどうかを決定する方法。

    【請求項１１８】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡでト

ランスフェクションされ、これを発現する細胞と化合物とを、既知の哺乳類ＳＮ

ＯＲＦ３６受容体作用物質の存在のもと、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化

させる条件下で接触させること、および哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性のあ

らゆる低下を検出することを含み、それによって、化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体拮抗物質であるかどうかを決定する、化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体拮抗物質であるかどうかを決定する方法。

    【請求項１１９】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である

、請求項１１７または１１８に記載の方法。

    【請求項１２０】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を増大させるために

有効な量の請求項１１７の方法によって決定される哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

作用物質および担体を含む組成物。

    【請求項１２１】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体作用物質が以前に知られて

いない、請求項１２０に記載の組成物。
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    【請求項１２２】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を低下させるために

有効な量の請求項１１８の方法によって決定される哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

拮抗物質および担体を含む組成物。

    【請求項１２３】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体拮抗物質が以前に知られて

いない、請求項１２２に記載の組成物。

    【請求項１２４】  第二メッセンジャー応答を生じ、細胞表面上で哺乳類Ｓ

ＮＯＲＦ３６受容体を発現する細胞（こうした細胞は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体を正常に発現しない）と化合物とを、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化

に適する条件のもとで接触させること、および化合物が存在する状態および存在

しない状態で第二メッセンジャー応答を測定することを含む方法であって、化合

物が存在する状態での第二メッセンジャー応答の変化が、化合物が哺乳類ＳＮＯ

ＲＦ３６受容体を活性化することを示す、化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

対して特異的に結合し、この受容体を活性化するかどうかを決定する方法。

    【請求項１２５】  第二メッセンジャー応答が塩化物チャネル活性化を含み

、第二メッセンジャーの変化が塩化物電流レベルの増大である、請求項１２４に

記載の方法。

    【請求項１２６】  第二メッセンジャー応答が細胞内カルシウムレベルを含

み、第二メッセンジャーの変化が細胞内カルシウムの測度の増大である、請求項

１２４に記載の方法。

    【請求項１２７】  第二メッセンジャー応答がイノシトールリン酸の放出を

含み、第二メッセンジャーの変化がイノシトールリン酸レベルの増大である、請

求項１２４に記載の方法。

    【請求項１２８】  第二メッセンジャー応答を生じ、細胞表面上で哺乳類Ｓ

ＮＯＲＦ３６受容体を発現する細胞（こうした細胞は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体を正常に発現しない）を、化合物および哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性

化することが知られている第二化合物の両方と、および第二化合物のみと、哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化に適する条件のもとで別個に接触させること、

ならびに第二化合物のみが存在する状態、および第二化合物と化合物の両方が存

在する状態で第二メッセンジャー応答を測定することを含む方法であって、第二
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化合物のみが存在する状態より化合物と第二化合物の両方が存在する状態のほう

が第二メッセンジャー応答の変化が小さいことが、化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体の活性を抑制することを示す、化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体対

して特異的に結合し、この受容体の活性を抑制するかどうかを決定する方法。

    【請求項１２９】  第二メッセンジャー応答が塩化物チャネル活性化を含み

、第二メッセンジャー応答の変化が、第二化合物のみが存在する状態より化合物

と第二化合物の両方が存在する状態のほうが小さい塩化物電流レベルの増大であ

る、請求項１２８に記載の方法。

    【請求項１３０】  第二メッセンジャー応答が細胞内カルシウムレベルの変

化を含み、第二メッセンジャー応答の変化が、第二化合物のみが存在する状態よ

り化合物と第二化合物の両方が存在する状態のほうが小さい細胞内カルシウム測

度の増大である、請求項１２９に記載の方法。

    【請求項１３１】  第二メッセンジャー応答がイノシトールリン酸の放出を

含み、第二メッセンジャー応答の変化が、第二化合物のみが存在する状態より化

合物と第二化合物の両方が存在する状態のほうが小さいイノシトールリン酸レベ

ルの増大である、請求項１２８に記載の方法。

    【請求項１３２】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である

、請求項１２４、１２５、１２６、１２７、１２８、１２９、１３０または１３

１のいずれかに記載の方法。

    【請求項１３３】  細胞が昆虫細胞である、請求項１２１、１２５、１２６

、１２７、１２８、１２９、１３０または１３１のいずれか一項に記載の方法。

    【請求項１３４】  細胞が哺乳類細胞である、請求項１２４、１２５、１２

６、１２７、１２８、１２９、１３０または１３１のいずれか一項に記載の方法

。

    【請求項１３５】  哺乳類細胞が神経以外の細胞起源である、請求項１３４

に記載の方法。

    【請求項１３６】  神経以外の細胞が、ＣＯＳ－７細胞、ＣＨＯ細胞、２９

３ヒト胎児腎臓細胞、ＮＩＨ－３Ｔ３細胞、またはＬＭ（ｔｋ－）細胞である、
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請求項１３５に記載の方法。

    【請求項１３７】  化合物が、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体と結合すること

を以前に知られていない、請求項１２４、１２５、１２６、１２７、１２８、１

２９、１３０または１３１に記載の方法。

    【請求項１３８】  請求項１３７の方法によって決定される化合物。

    【請求項１３９】  請求項１２４、１２５、１２６または１２７に記載の方

法などによって決定される、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を増大するため

に有効な量の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体作用物質、および担体を含む組成物。

    【請求項１４０】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体作用物質が以前に知られて

いない、請求項１３９に記載の組成物。

    【請求項１４１】  請求項１２８、１２９、１３０または１３１に記載の方

法などによって決定される、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を低下させるた

めに有効な量の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体拮抗物質、および担体を含む組成物

。

    【請求項１４２】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体拮抗物質が以前に知られて

いない、請求項１４１に記載の組成物。

    【請求項１４３】  （ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体でトランスフェクシ

ョンされ、これを発現する細胞と、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化するこ

とが知られていない多数の化合物とを、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化さ

せる条件もとで接触させること；

  （ｂ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性が、一つ以上の前記化合物が存在す

る状態で増大するかどうかを測定すること；およびそうである場合には、

  （ｃ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化が、前記多数の化合物に含まれる

いずれかの化合物によって増大されるかどうかを別個に測定することによって、

哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化する各化合物を同定すること

を含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化することが知られていない多数の

化合物をスクリーニングして、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化する化合物

を同定する方法。

    【請求項１４４】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ



(19) 特表２００３－５１００１３

受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である

、請求項１４３に記載の方法。

    【請求項１４５】  （ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体でトランスフェクシ

ョンされ、これを発現する細胞と、多数の化合物とを、既知の哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体作用物質の存在のもと、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化させる

条件下で接触させること；

  （ｂ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化の程度または量が、一つ以上のこ

うした化合物が存在しない状態での哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化の程度

または量に比して、一つ以上の化合物が存在する状態で減少するかどうかを測定

すること；およびそうである場合には、

  （ｃ）こうした各化合物が、前記多数の化合物に含まれる各化合物についての

哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を抑制するかどうかを別個に測定すること

によって、こうした多数の化合物に含まれる哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性

化を抑制する一切の化合物を同定すること

を含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を抑制することを知られていない

多数の化合物をスクリーニングして、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を抑

制する化合物を同定する方法。

    【請求項１４６】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である

、請求項１４５に記載の方法。

    【請求項１４７】  細胞が哺乳類細胞である、請求項１４３、１４４、１４

５または１４６のいずれか一項に記載の方法。

    【請求項１４８】  哺乳類細胞が神経以外の細胞起源である、請求項１４７

に記載の方法。

    【請求項１４９】  神経以外の細胞が、ＣＯＳ－７細胞、２９３ヒト胎児腎

臓細胞、ＬＭ（ｔｋ－）細胞、またはＮＩＨ－３Ｔ３細胞である、請求項１４８

に記載の方法。

    【請求項１５０】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を増大させるために

有効な量の請求項１４３または１４４に記載の方法によって同定される化合物、
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および担体を含む組成物。

    【請求項１５１】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を低下させるために

有効な量の請求項１４５または１４６に記載の方法によって同定される化合物、

および担体を含む組成物。

    【請求項１５２】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体作用物質である化合物を被

験者に異常を治療するために有効な量で投与することを含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体の活性を増大させることによって緩和される被験者の異常を治療する

方法。

    【請求項１５３】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体拮抗物質である化合物を被

験者に異常を治療するために有効な量で投与することを含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体の活性を低下させることによって緩和される被験者の異常を治療する

方法。

    【請求項１５４】  請求項６３、６４、８２、８３、９２または９３のいず

れか一項に記載の方法を用いて化合物を同定し、その後、その化合物または新規

の構造および機能類似体またはその相同体を合成することを含む、哺乳類ＳＮＯ

ＲＦ３６受容体に特異的に結合する物質の組成物を製造するための方法。

    【請求項１５５】    哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６

ａ受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体であ

る、請求項１５４に記載の方法。

    【請求項１５６】  請求項１１７、１２４または１４３のいずれかに記載の

方法を用いて化合物を同定し、その後、その化合物または新規の構造および機能

類似体またはその相同体を合成することを含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に

特異的に結合する物質の組成物を製造するための方法。

    【請求項１５７】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である

、請求項１５６に記載の方法。

    【請求項１５８】  請求項１１８、１２８または１４５のいずれかに記載の

方法を用いて化合物を同定し、その後、その化合物または新規の構造および機能

類似体またはその相同体を合成することを含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に
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特異的に結合する物質の組成物を製造するための方法。

    【請求項１５９】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である

、請求項１５８に記載の方法。

    【請求項１６０】  担体と、製薬上有効な量の請求項６３、６４、８２、８

３、９２または９３のいずれかに記載の方法によって同定される化合物または新

規の構造および機能類似体またはその相同体とを混合することを含む、組成物を

調製するための方法。

    【請求項１６１】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である

、請求項１６０に記載の方法。

    【請求項１６２】  担体と、製薬上有効な量の請求項１１７、１２４または

１４３のいずれかに記載の方法によって同定される化合物または新規の構造およ

び機能類似体またはその相同体とを混合することを含む、組成物を調製するため

の方法。

    【請求項１６３】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である

、請求項１６２に記載の方法。

    【請求項１６４】  担体と、製薬上有効な量の請求項１１８、１２８または

１４５のいずれかに記載の方法によって同定される化合物または新規の構造およ

び機能類似体またはその相同体とを混合することを含む、組成物を調製するため

の方法。

    【請求項１６５】  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体が、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体またはラットＳＮＯＲＦ３６受容体である

、請求項１６４に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の背景）

  本出願は、１９９９年５月３日に出願された米国特許出願番号０９／３０３，

５９３号の一部継続出願である、２０００年３月３日に出願された米国特許出願

番号０９／５１８，９１４号の一部継続であり、これに優先権を主張し、それら

の内容は、参照により本出願に組み込まれる。

      【０００２】

  本出願を通じて、括弧内の部分的な引用により、様々な刊行物を参照する。こ

れらの刊行物の完全な引用は、特許請求の範囲の直前で明細書の最後に見出し得

る。これらの刊行物の開示のその全体を、これにより参照して本出願に組み込み

、本発明の属する技術分野をより完全に説明する。

      【０００３】

  神経調節因子は、神経系の伝達を補助または調節する種々の群の天然物を含む

。それらは、ニューロペプチド、アミノ酸、生体アミン、脂質および脂質代謝物

、および他の代謝副産物を含むがこれに限定されない。これらの神経調節物質の

多くは、細胞の外部から内部にシグナルを伝達する、特異的細胞表面受容体と相

互作用する。Ｇタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）は、多くの神経伝達物質と相

互作用してその効果を媒介する細胞主要なクラスの表面受容体を示す。ＧＰＣＲ

は、細胞膜７回貫通ドメインを特徴とし、受容体活性化と、アデニル酸シクラー

ゼ刺激などの細胞内生化学的結果を連結しているＧタンパク質を介して、その効

果器に共役している。

      【０００４】

  オプシンは、ＧＰＣＲの主要なファミリーの１つを示す。これらの受容体は、

光が、生理的条件下でのその活性に重大な補因子であるという点で、他のＧＰＣ

Ｒと比べて独特である。オプシンファミリーの主要なサブクラスは、ロドプシン

および錐体オプシンなどの視覚オプシンのそれである。視覚感光色素としても知

られる視覚オプシンは、眼に位置し、眼から脳への視覚情報の伝達に関与してい

る。オプシン機能の我々の解明は、主に、視覚感光色素の研究から得られた。
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      【０００５】

  ロドプシンおよび錐体オプシンは、それぞれ、網膜の桿体および錐体の光受容

体に局在している。これらの感光色素は、異なる波長の光に応答し、従って、異

なる吸収極大（λｍａｘ）に関連した非常に異なる吸収スペクトルを有する。両

方の受容体サブタイプが、照明に応答して、視覚シグナルを脳に伝達するが、そ

れらは、視覚に関連した非常に異なる機能を実施するように進化した。錐体オプ

シンは、主に、様々な種において、明所視としても知られる、色覚に関与する。

これに対し、錐体オプシンから進化したと考えられているロドプシンは、主に、

暗所視としても知られる暗順応に関与する。桿体光受容体細胞膜に高度に濃縮さ

れているロドプシンは、活性化機序およびオプシンの機能を解明するためのモデ

ル受容体として広範に使用されている。

      【０００６】

  ロドプシンは、細胞膜７回貫通アポタンパク質のオプシンおよびレチノイドを

ベースとした発色団を含む（ＨａｒｇｒａｖｅおよびＭｃＤｏｗｅｌｌ、１９９

２年；ＹａｒｆｉｔｚおよびＨｕｒｌｅｙ、１９９４年の総説参照）。基底また

は不活性状態では（すなわち光の非存在下で）、発色団、すなわち通常１１－シ

ス－レチナールは、プロトン化シッフ塩基を介して、第７細胞膜貫通セグメント

の中間の高度に保存されたリジン残基に共有結合している。全ての脊椎動物の視

覚オプシンが、プロトン化シッフ塩基の対イオンとして作用する、細胞膜貫通第

３ヘリックスの高度に保存されたグルタメート残基を含む。１１－シス－レチナ

ールは、インバースアゴニストとして作用し、それ自体、部分的に活性であるア

ポタンパク質の不活性コンフォメーションを誘導すると推定されている（Ｃｏｈ

ｅｎら、１９９３年；Ｓｕｒｙａら、１９９５年）。光子の吸収時に、１１－シ

ス－レチナールは、アゴニストである全トランス－レチナールに異性体化され、

これはオプシンに歪みを導入し、分子のコンフォメーション変化カスケードを開

始する。ロドプシンは、最初に、バソロドプシン、次いで順次ルミロドプシン、

メタロドプシンＩおよびメタロドプシンＩＩ状態に変換される。これらの大半の

一過性コンフォメーション状態を生化学的に研究するのは困難であるが、それら

は、各状態が独特の吸収極大を有しているので、その分光学的特性に基づいて容
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易に区別できる。実験的証拠により、比較的安定な状態であるメタロドプシンＩ

Ｉの形成は、シッフ塩基の脱プロトン化を含み、アポタンパク質の活性コンフォ

メーションを示すことが示唆される。この状態において、オプシンは、同族Ｇタ

ンパク質を活性化し、細胞内シグナル伝達カスケードを開始し、これにより最終

的に、視覚情報が脳に移行される。シッフ塩基結合の加水分解時に、メタロドプ

シンＩＩは崩壊して、遊離全トランス－レチナールおよびオプシンとなる。全ト

ランス－レチナールは、隣接レチナール色素上皮細胞に輸送され、そこで、酵素

反応を介して１１－シス－レチナールに変換される。１１－シス－レチナールは

、レチナール光受容体に輸送して戻され、そこで、それはオプシンアポタンパク

質と再結合して、ロドプシン分子を再生する。

      【０００７】

  全ての視覚オプシンが実質的に、ロドプシンと同じ活性化機序を使用するが、

脊椎動物と無脊椎動物の視覚オプシンの間には認知できる差異がある（Ｇａｒｔ

ｎｅｒおよびＴｏｗｎｅｒ、１９９５年；ＹａｒｆｉｔｚおよびＨｕｒｌｅｙ、

１９９４、Ｔｅｒａｋｉｔａら、１９９８年；Ａｒｎｈｅｉｔｅｒ、１９９８年

）。脊椎動物視覚色素の活性化により、主に、ＧｔＧ－タンパク質（トランスデ

ューシンとしても知られる）が刺激され、ｃＧＭＰホスホジエステラーゼ活性が

増加する。このシグナル伝達カスケードの開始により、最終的に、カチオンチャ

ネルが閉鎖し、細胞は過分極する。これに対し、ヤリイカおよびショウジョウバ

エなどの無脊椎動物のオプシン視覚色素は、ＧｑＧ－タンパク質を活性化し、細

胞内ＩＰ３およびＣａ
２＋レベルを上昇させる（Ｗｏｏｄら、１９８９年；Ｎｏ

ｂｅｓら、１９９２年；ＹａｒｆｉｔｚおよびＨｕｒｌｅｙ、１９９４年）。脊

椎動物と無脊椎動物の視覚オプシンの間の別の主要な差異は、受容体の活性コン

フォメーションの安定性である。ロドプシンの活性コンフォメーションである、

脊椎動物メタロドプシンＩＩの形成の後に、迅速に、シッフ塩基結合の加水分解

が生じ、次いで、メタロドプシンＩＩは、遊離全－トランス－レチナールおよび

オプシンアポタンパク質に解離する。細胞膜貫通第３ヘリックスのグルタメート

対イオンは、加水分解反応を補助することが示唆されている（Ｇａｒｔｎｅｒお

よびＴｏｗｎｅｒ、１９９５年）。これに対し、無脊椎動物のメタロドプシンは
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、熱的に安定な状態を示し、ここでは、発色団はアポタンパク質に付着したまま

である（ＫｉｓｅｌｅｖおよびＳｕｂｒａｍａｎｉａｍ、１９９４年）。これに

より、アポタンパク質内で全トランス－レチナールが１１－シス－レチナールに

迅速に光異化して戻り、ロドプシンが迅速に再生され、従って、レチナール再生

組織の必要がなくなる（Ｐｒｏｖｅｎｃｉｏら、１９９８年）。無脊椎動物感光

色素の熱的準安定状態は、無脊椎動物視覚オプシンの細胞膜貫通第３ヘリックス

にグルタメート対イオンが存在しないことに因り形成され得る（Ｇａｒｔｎｅｒ

およびＴｏｗｎｅｒ、１９９５年）。

      【０００８】

  大半のオプシンは、カロテノイド由来の１１－シス－レチナールを発色団とし

て使用するが、しかし、いくつかのオプシンは、１１－シス－レチナールの３－

ヒドロキシ、４－ヒドロキシまたは３，４－デヒドロ異性体を発色団として使用

して、置換カロテノイドを豊富に利用できることに適応する（Ｇａｒｔｎｅｒお

よびＴｏｗｎｅｒ、１９９５年）。異なるオプシンが、異なる波長を有する光子

に応答し、この現象はスペクトル同調として知られる。特定のレチナール誘導体

を発色団として使用することは、スペクトル特異性に寄与するが（Ｇａｒｔｎｅ

ｒおよびＴｏｗｎｅｒ、１９９５年）、スペクトル同調の主要な決定因子は、レ

チナール結合部位を囲む独特なアミノ酸の存在である（Ｋｏｃｈｅｎｄｏｅｒｆ

ｅｒら、１９９９年）。例えば、ロドプシンの細胞膜貫通第３ヘリックス中の高

度に保存されたグリシンを、次第にサイズを増加させたアミノ酸で置換すること

により、青波長に向けてλｍａｘは進行的にシフトする（Ｈａｎら、１９９６年

）。同様に、保存非極性残基を、ヒドロキシルアミノ酸で置換すると、オプシン

は緑吸収分子から赤吸収分子へと変化する（Ｃｈａｎら、１９９２年）。

      【０００９】

  視覚オプシンは、オプシン研究の最前線にあるが、科学者は、今、心リズムお

よび生殖などの生理学的プロセスに関与している可能性から、非視覚オプシン（

視覚情報の伝達に関与していないオプシン）に注目を向けつつある。非哺乳類脊

椎動物における非視覚感光色素の存在は、最初に、カール・フォン・フリッシュ

（Ｋａｒｌ  ｖｏｎ  Ｆｒｉｓｃｈ）により示唆された。彼は、欧州の小魚の皮
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膚が、眼および松果体の非存在下でさえ、光に応答して色を変化させることを実

証し、間脳中の光受容エレメントを仮説した（Ｆｏｓｔｅｒら、１９９４年）。

非視覚感光色素の存在を支持するさらなる証拠が、盲目ヤツメウナギおよびアヒ

ルで得られ、これは、照明に対してそれぞれ生体運動および性腺誘導で応答した

（Ｆｏｓｔｅｒら、１９９４年）。組織化学的技術を使用した近年の研究により

、これらの生理学的観察がさらに確認された。Ｓｉｌｖｅｒら（１９８８年）は

、モリバト、ウズラおよびアヒルの脳において、脳脊髄液（ＣＳＦ）接触ニュー

ロンを抗オプシン抗体で免疫染色した。同様に、トカゲＡｎｏｌｉｓ  ｃａｒｏ

ｌｉｎｅｎｓｉｓの基底脳内のＣＳＦ接触ニューロンの強力な免疫染色が、抗錐

体オプシン抗体を用いて観察された（Ｆｏｓｔｅｒら、１９９３年）。

      【００１０】

  数個の非視覚オプシンの近年の分子クローニングは、上記の研究と一致する。

ピノプシンは、ニワトリの松果体に発現され、心リズムに役割を果たすと考えら

れる（Ｏｋａｎｏら、１９９４年；Ｍａｘら、１９９５年）。興味深いことに、

ピノプシン遺伝子の発現は、光により調節される（Ｔａｋａｎａｋａら、１９９

８年）。Ｍａｘら（１９９８年）は、ピノプシンによるトランスデューシンの光

依存的活性化を実証し、これは、ピノプシンが機能的な光受容体であることを示

す。松果体細胞で同定された２つの他のオプシンは、魚のサケからクローニング

された古脊椎動物（ＶＡ）オプシン（Ｓｏｎｉら、１９９７年；Ｓｏｎｉら、１

９９８年）、およびナマズからクローニングされたパラピノプシン（Ｂｌａｃｋ

ｓｈａｗおよびＳｎｙｄｅｒ、１９９７年）である。松果体細胞に加えて、ＶＡ

オプシンはまた、サケ網膜の無軸索および水平細胞にも局在する。一方、パラピ

ノプシンの発現は、ナマズの副松果体および松果体器官に限局する。

      【００１１】

  いくつかの非視覚オプシンは、事実、眼にも発現されている。Ｓｕｎら（１９

９７年）は、ヒト網膜およびマウス眼からペロプシンをクローニングした。この

オプシンは、専ら、網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞の頂端膜の微絨毛に局在し、こ

れは、ロドプシンまたは錐体オプシンの隣接外膜に産生されるレチノイドのセン

サーとして機能し得ることを示す。ＲＰＥレチナールＧタンパク質共役受容体（
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ＲＧＲ）は、ＲＰＥに見られる別の受容体である（Ｔａｏら、１９９８年）。形

質膜に存在すると考えられる他のオプシンとは異なり、ＲＧＲは、細胞内に局在

する。ＲＧＲのアミノ酸配列により、ヤリイカレチノクロムと共に、それは、別

個のオプシンファミリーを形成し得ることが示唆される（Ｈａｒａ－Ｎｉｓｈｉ

ｍｕｒａら、１９９０年）。

      【００１２】

  興味深いことに、ＲＧＲは、リガンドとして、１１－シス－レチナールよりも

、全トランス－レチナールを優先し得、全トランス異性体から１１－シス異性体

への光異化に関与し得ることが示唆されている（ＨａｏおよびＦｏｎｇ、１９９

９年）。かかる場合では、その機能は、視覚サイクルに使用するための、ＲＰＥ

での１１－シス－レチナールの迅速な再生であり得る。

      【００１３】

  既知の光感受性プロセスの１つは、アフリカツメガエルの皮膚メラニン保有細

胞におけるメラノソーム分散である。これに従って、メラノプシンが、メラニン

保有細胞からクローニングされた（Ｐｒｏｖｅｎｃｉｏら、１９９８年）。メラ

ノプシンは、メラニン保有細胞、視床下部の視交差上核および視索前核、虹彩、

ＲＰＥおよび網膜で発現される。視覚および非視覚組織でのその発現により、視

覚および非視覚光感受性現象における役割が示唆される。近年、非視覚オプシン

が、哺乳類の脳で同定された。ＢｌａｃｋｓｈａｗおよびＳｙｎｄｅｒ（１９９

９年）は、エンセファロプシンをクローニングし、これは、その名称が示唆する

ように、脳の様々な領域で高度に発現されている。それは、視床下部の視索前野

および室傍核、大脳皮質、小脳プルキンエ細胞、線条体、視床および脊髄前角に

存在する。興味深いことに、この受容体は眼には存在しない。

      【００１４】

  非視覚オプシンの分子同定により、数個の疑問が生じた。どのようにそれらは

活性化されるのか。その生理機能は何か。現在までにクローニングされた全ての

非視覚オプシンが、第７細胞膜貫通ヘリックス中にリジンを含み、これはレチナ

ール発色団の付着する部位であり、このことは、レチノイドが、視覚オプシンと

同じように、非視覚オプシンの発色団であり得ることを示す。数個のグループが
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、レチノイドを用いて非視覚オプシンを再構成し、それらを光で活性化すること

に成功している（Ｏｋａｎｏら、１９９４年；Ｓｏｎｉら、１９９８年）。レチ

ノイドは、血液脳関門を、低い効率ではあるが通過できる（Ｐａｒｄｒｉｄｇｅ

ら、１９８５年；Ｆｒａｎｋｅら、１９９９年）。さらに、レチノイドに高い親

和性を有する輸送体であるβ－トレースが、近年、認識されている（Ｔａｎａｋ

ａら、１９９７年）。この分泌タンパク質は、高レベルでＣＳＦに存在し、血漿

中ＲＢＰと類似して、脳の異なる領域にレチノイドを輸送し得る。レチノイドが

実際に脳に存在するということは、ＨＰＬＣ分析を使用してＡｎｏｌｉｓ前脳に

おけるレチナール異性体を同定できた、Ｆｏｓｔｅｒら（１９９３年）により実

証された。レチナール異性体が、実際、非視覚オプシンの発色団であれば、異性

体を光異化し、受容体を活性化するのに光が必要であろう。数個の報告により、

光は、脳部深い領域に到達できることが示唆され（ＭｕｌｌｅｒおよびＷｉｌｓ

ｏｎ、１９８６年；Ｇｒａｃｅら、１９９６年；ＢｌａｃｋｓｈａｗおよびＳｎ

ｙｄｅｒ、１９９９年）、皮質切片に対する光の神経伝達物質遊離増強効果が観

察された（Ｗａｄｅら、１９８８年）。それ故、非視覚オプシンの活性化機序は

、視覚オプシンと類似し得る。しかし、ここで、いくつかの非視覚オプシンは、

レチナール異性体を用いた機能的再構成に抵抗性であることが判明し（Ｐｒｏｖ

ｅｎｃｉｏら、１９９８年；ＢｌａｃｋｓｈａｗおよびＳｎｙｄｅｒ、１９９９

年）、これらの受容体は、非レチノイドリガンドを使用し、活性化に光を必要と

しない可能性が生じる。

      【００１５】

  非視覚オプシンの機能は何であろうか。１つの興味深い可能性は、それらが、

心リズムに関与し得るというものである。心リズムは、光－暗サイクルにより調

節される、生物活性の日週のゆらぎを示す。それは３つの成分：光活性入力、周

期現象を示す概日時計自体、および出力としての行動的および生理的周期的変動

からなる。動物の、光同調として知られる現象では、光への曝露により、心リズ

ムが調節される。しかし、光同調を媒介する光受容分子の実体は、依然として謎

である。光同調応答は、５００ｎｍの波長で生じるので、オプシンが応答を媒介

し得ると示唆されている（Ｆｏｓｔｅｒ、１９９８年）。Ｆｒｅｅｄｍａｎら（
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１９９９年）およびＬｕｃａｓら（１９９９年）は、近年、光同調は、桿体およ

び錐体受容体を欠失したマウスでは損なわれなかったが、しかし、これらのマウ

スの眼の除去により、心リズム並びにメラトニン合成に対する光の効果は消失し

たことが実証された。これらの結果、および数個の非視覚オプシンの眼の局在に

より、心リズムの光同調における、眼の非視覚オプシンの役割が強く支持される

。さらに、ＣＮＳに局在する非視覚オプシンは、概日時計自体の１成分を形成し

得る。

      【００１６】

  非視覚オプシンが、実際に、心リズムの調節に関与する場合、それらは、心リ

ズム関連容態の魅力的な治療標的を示す。これらは、時差ボケなどの睡眠障害を

含む。心リズムの変化は、不眠、睡眠相進行症候群および睡眠相後退症候群など

の睡眠障害の基礎的な原因であり得ることが示唆されている（Ｓｅｄｇｗｉｃｋ

、１９９８年；Ｒｅｆｉｎｅｔｔｉ、１９９９年）。さらに、生体時計と労働時

間の間の解離は、シフト労働関連睡眠障害を生じ得る。重要には、明るい光によ

る療法が、これらの障害に役立つことが実証された（Ｒｏｓｅｎｔｈａｌら、１

９９０年；ＬａｃｋおよびＷｒｉｇｈｔ、１９９３年；Ｃａｍｐｂｅｌｌら、１

９９５年；ＭｕｒｐｈｙおよびＣａｍｐｂｅｌｌ、１９９６年；Ｃｏｏｋｅら、

１９９８年；Ｒｅｆｉｎｅｔｔｉ、１９９９年）。同様に、適切な時間に光に曝

露することにより、旅行者の時差ボケの作用は減少する（Ｒｅｆｉｎｅｔｔｉ、

１９９９年）。これらの観察により、非視覚オプシンは、心リズム関連障害にお

ける、これらの光の有益な効果を媒介し得ることが示唆される。

      【００１７】

  非視覚オプシンはまた、季節性情動障害（ＳＡＤ）にも役割を果たし得る。こ

の障害は、冬の間にうつ病に罹患している人々の亜個体群により特徴づけられる

。光治療は、これらの人々に効果的であり（ＴｅｒｍａｎおよびＴｅｒｍａｎ、

１９９９年）、特に、緑の光は赤の光よりも効果的である（Ｏｒｅｎら、１９９

１年）。近年、磁場と特殊光受容体の相互作用は、光に対する、ＳＡＤに罹患す

る患者の感受性に影響を及ぼし得ると仮説されている（Ｐａｒｔｏｎｅｎ、１９

９８年）。
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      【００１８】

  さらに、ＣＮＳ領域における様々なオプシンの慎重な局在により、ＣＮＳ関連

生理および障害における役割を有する可能性が示される。

      【００１９】

  非視覚光受容体はまた、メラニン保有細胞におけるメラノソーム分散に関与し

、従って、様々な種における皮膚の色の変化にも関与する。鳥類および哺乳類で

は、非視覚「深部脳光受容体」はまた、生殖行動および光周期性腺応答にも連関

する（ＹｏｓｈｉｋａｗａおよびＯｉｓｈｉ、１９９８年）。

      【００２０】

  要約すると、オプシンは、ＧＰＣＲスーパーファミリーの重要な分枝を構成す

る。それらは、光感受性エレメントとして作用する。それらは、網膜、および、

脳を含む非網膜位置に局在する。網膜桿体および錐体オプシンは、主に、視覚情

報を脳に伝達するのに関与し、一方、網膜およびその他の場所での非視覚オプシ

ンは、メラトニン合成および心リズムの調節、光同調、ＳＡＤ、皮膚色の変化お

よび迷彩、および生殖行動に関与し得る。

      【００２１】

    （発明の要約）

  本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している単離核酸を提供する

。

      【００２２】

  本発明はさらに、精製した哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体タンパク質を提供する

。

      【００２３】

  本発明はまた、本発明に従った核酸を備えるベクターを提供する。

      【００２４】

  本発明はまたさらに、本発明に従ったベクターを含む細胞を提供する。

      【００２５】

  本発明はさらに、本発明に従った細胞から単離した膜調製品を提供する。

      【００２６】
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  さらに、本発明は、少なくとも１５のヌクレオチドを備える核酸プローブを提

供し、このプローブは、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している核酸と

特異的にハイブリッド結合し、ここで、本プローブは、プラスミドｐｃＤＮＡ３

．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号第２０３９７７号）、プラス

ミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号第２０３９

７６号）、プラスミドｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許

寄託番号第ＰＴＡ－５３４号）またはプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ

３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号第ＰＴＡ－１２１６号）をコード化している核

酸の二本鎖のうちの１本内に存在する固有の配列に相補的な配列を持つ。

      【００２７】

  本発明はさらに、少なくとも１５のヌクレオチドを備える核酸プローブを提供

し、このプローブは哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している核酸と特異

的にハイブリッド形成し、ここで本プローブは、（ａ）図１Ａ－１Ｃ（配列番号

：１）で示した核酸配列、（ｂ）その逆相補配列内に存在する固有の配列に相補

的な配列を持つ。

      【００２８】

  本発明はさらに、少なくとも１５のヌクレオチドを備える核酸プローブを提供

し、このプローブは哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している核酸と特異

的にハイブリッド形成し、ここで本プローブは、（ａ）図３Ａ－３Ｃ（配列番号

：３）で示した核酸配列、（ｂ）その逆相補配列内に存在する固有の配列に相補

的な配列を持つ。

      【００２９】

  本発明は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているＲＮＡの翻訳を防

止するために、そのようなＲＮＡに特異的にハイブリッド形成可能である配列を

持つアンチセンスオリゴヌクレオチドを提供する。

      【００３０】

  本発明はさらに、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているゲノムＤＮ

Ａの転写を防止するために、そのようなゲノムＤＮＡに特異的にハイブリッド形

成可能である配列を持つアンチセンスオリゴヌクレオチドを提供する。
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      【００３１】

  本発明はまた、本発明に従った核酸によってコード化された哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体に結合可能である抗体を提供する。

      【００３２】

  さらに、本発明は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対する、本発明に従った抗

体の結合を競合的に阻害可能である薬剤を提供する。

      【００３３】

  本発明はまたさらに、（ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の発現を減少させる

のに効果的な量の、細胞膜を通過可能である本発明に従ったオリゴヌクレオチド

、（ｂ）細胞膜を通過可能な製薬上許容され得る担体、を備える薬学的組成物を

提供する。

      【００３４】

  本発明はまた、ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体に対するリガンドの結合を阻害する

のに効果的な量の、本発明に従った抗体、および製薬上許容され得る担体を備え

る薬学的組成物を提供する。

      【００３５】

  本発明はさらに、本発明に従った、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化し

ているＤＮＡを発現している、トランスジェニック、非ヒト哺乳類を提供する。

      【００３６】

  本発明はまたさらに、野生型哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体のノックアウトする

相同組換えを含む、トランスジェニック、非ヒト哺乳類を提供する。

      【００３７】

  本発明はさらに、そのゲノムが、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６をコード化しているｍ

ＲＮＡの翻訳および哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の発現を減少させるために、そ

のような受容体をコード化しているそのようなｍＲＮＡと相補的であり、ハイブ

リッド形成するアンチセンスｍＲＮＡ内に転写されるように、ゲノム内に配置す

るような、本発明に従った哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているＤＮ

Ａに相補的なアンチセンスＤＮＡを含むような、トランスジェニック、非ヒト哺

乳類を提供する。
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      【００３８】

  本発明は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているＤＮＡを含み、そ

の細胞表面上に発現している細胞を、結合に好適な条件下で、化合物と接触させ

ること、および哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への化学化合物の特異的な結合を検

出することを備える、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合する化学化合

物を同定するための方法を提供し、そこでそのような細胞は哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体を正常に発現していない。

      【００３９】

  本発明はさらに、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているＤＮＡを含

み、その細胞表面上に発現している細胞からの膜調製品を、結合に好適な条件下

で、化合物と接触させること、および哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への化学化合

物の特異的な結合を検出することを備える、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異

的に結合する化学化合物を同定するための方法を提供し、そこでそのような細胞

は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を正常に発現していない。

      【００４０】

  本発明はまたさらに、その細胞表面に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発現して

いる細胞を、受容体へのそのような化合物の結合に好適である条件下で、化学化

合物および受容体に結合することが知られている第二化学化合物両方と、および

第二化学化合物のみと別々に接触させること、および哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体への化学化合物の特異的結合を検出することを備える哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体に特異的に結合する化学化合物を同定するための競合的結合を含む工程を提

供し、そこでそのような細胞は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を正常に発現してお

らず、試験している化学化合物の存在下での哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への化

学化合物の結合の減少は、そのような化学化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

に結合することを示唆している。

      【００４１】

  本発明はさらに、その細胞表面に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発現している

細胞からの膜調製物を、受容体へのそのような化合物の結合に好適である条件下

で、化学化合物および受容体に結合することが知られている第二化学化合物両方
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と、および第二化学化合物のみと別々に接触させること、および哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体への化学化合物の特異的結合を検出することを備える哺乳類ＳＮＯ

ＲＦ３６受容体に特異的に結合する化学化合物を同定するための競合的結合を含

む工程を提供し、そこでそのような細胞は通常哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体は発

現しておらず、試験している化学化合物の存在下での哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体への化学化合物の結合の減少は、そのような化学化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体に結合することを示唆している。

      【００４２】

  本発明はさらに、本発明の工程の１つによって同定された化合物を提供する。

      【００４３】

  本発明は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合する化合物を同定する

ために、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することが知られていない多数の化

学化合物をスクリーニングする方法を提供し、それにはこのことによって哺乳類

ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合するそこに含まれる任意の化合物を同定す

るために、（ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているＤＮＡをトラ

ンスフェクトし、発現している細胞を、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に

結合することが知られている化合物と接触させること、（ｂ）工程（ａ）の細胞

を、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することが知られている化合物の結合を

許容する条件下で、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合することが知ら

れていない化合物と接触させること、（ｃ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６に結合するこ

とが知られている化合物の結合が、多数の化合物が存在しない状態での化合物の

結合と比較して、多数の化合物の存在下で減少したかどうか決定すること、もし

そうであれば（ｄ）多数の化合物内に含まれるそれぞれの化合物の哺乳類ＳＮＯ

ＲＦ３６受容体への結合を別々に決定することを備える。

      【００４４】

  本発明は、さらに哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合する化合物を同

定するために、多数の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することが知られてい

ない化学化合物をスクリーニングするための方法を提供し、それにはこのことに

よって哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合するそこに含まれる任意の化
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合物を同定するために、（ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している

ＤＮＡをトランスフェクトし、発現している細胞からの膜調製物を、多数の哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合することが知られている化合物の結合を許容する

条件下で、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合することが知られていな

い化合物と接触させること、（ｂ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合すること

が知られている化合物の結合が、多数の化合物が存在しない状態での化合物の結

合と比較して、多数の化合物内の任意の化合物の存在下で減少したかどうか決定

すること、もしそうであれば（ｃ）多数の化合物内に含まれるそれぞれの化合物

の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結合を別々に決定することを備える。

      【００４５】

  本発明はまた、細胞からのトータルｍＲＮＡを得ること、およびハイブリッド

形成条件下で、そのようにして入手したｍＲＮＡと本発明に従った核酸プローブ

を接触させること、プローブにハイブリッド形成したｍＲＮＡの存在を検出する

こと、およびそれによって細胞による哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の発現を検出

することを備える哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体についてコード化しているｍＲＮ

Ａの存在を検出することで、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の発現を検出する方法

を提供する。

      【００４６】

  本発明はさらに、細胞を、抗体の受容体への結合を許容する条件下で、本発明

に従った抗体と接触させること、細胞に結合した抗体の存在を検出すること、お

よびそれによって細胞表面上の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の存在を検出するこ

とを備える、細胞の表面上の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の存在を検出する方法

を提供する。

      【００４７】

  本発明はまたさらに、その哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体活性のレベルが、哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体発現を調節する誘導可能なプロモーターの使用によって

変更される本発明に従ったトランスジェニック、非ヒト動物を産出することを含

む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性のレベルを変更することの生理学的効果

を決定する方法を提供する。
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      【００４８】

  本発明は、さらに、それぞれ異なった量の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発現

している本発明に従ったトランスジェニック、非ヒト動物のパネルを産出するこ

とを含む、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性のレベルを変更することの生理学

的効果を決定する方法を提供する。

      【００４９】

  さらに、本発明は、本発明に従ったトランスジェニック、非ヒト動物に化合物

を投与すること、およびこの化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の過剰活性の

結果としてトランスジェニック、非ヒト動物によって表示された任意の生理学的

および／または行動的異常を軽減できるかどうかを決定すること、を備える、哺

乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を減少させることによって異常が軽減される場

合、対象における異常を軽減することができる拮抗物質を同定するための方法を

提供し、そのような異常の軽減は化合物を拮抗物質として同定する。

      【００５０】

  本発明はまた、前述の方法よって同定された拮抗物質を提供する。

      【００５１】

  本発明はさらに、本発明に従った拮抗物質および担体、たとえば製薬上許容さ

れ得る担体を備える組成物、たとえば薬学的組成物を提供する。

      【００５２】

  本発明は、それによって異常を処置するために、効果量の本発明に従った薬学

的組成物を対象に投与することを備える、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を

減少させることで異常が軽減される場合の、対象における異常を処置する方法を

提供する。

      【００５３】

  さらに、本発明は、本発明に従ったトランスジェニック、非ヒト動物に化合物

を投与すること、および化合物がトランスジェニック、非ヒト動物によって表示

された任意の生理学的および／または行動的異常を軽減できるかどうかを決定す

ること、を備える、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を増加させることによっ

て異常が軽減される場合、対象における異常を軽減することができるアゴニスト
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を同定するための方法を提供し、そのような異常の軽減は化合物をアゴニストと

して同定する。

      【００５４】

  本発明はさらに、本発明に従った前述の方法によって同定されたアゴニストを

提供する。

      【００５５】

  本発明はまたさらに、本発明に従ったアゴニストおよび担体、たとえば製薬上

許容され得る担体を備える組成物、例えば薬学的組成物を提供する。

      【００５６】

  さらに、本発明は、そのことによって異常を処置するために、効果量の本発明

に従った薬学的組成物を対象に投与することを備える、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体の活性を増加させることで異常が軽減される場合の、対象における異常を処

置する方法を提供する。

      【００５７】

  またさらに、本発明は、（ａ）疾患を患っている対象のＤＮＡを入手すること

、（ｂ）このＤＮＡの制限酵素のパネルによる制限消化を実施すること、（ｃ）

得られたＤＮＡ断片をサイジングゲル上で電気泳動的に分離すること、（ｄ）得

られたゲルを、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している核酸分子の配列

内に含まれ、検出可能マーカーで標識化した固有の配列と特異的にハイブリッド

形成することが可能である核酸プローブと接触させること、（ｅ）疾患を患って

いる対象のＤＮＡに特異的な固有のバンドパターンを作製するために、哺乳類Ｓ

ＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているＤＮＡに対してハイブリッド形成した標

識化バンドを検出すること、（ｆ）疾患をまだ患っていない対象から診断のため

に得たＤＮＡで工程（ａ）～（ｅ）を繰り返すこと、および（ｇ）パターンが同

一であるかまたは異なるかを決定することおよびそれによってパターンが同一の

場合に疾患に対する疾病素因を診断するために、工程（ｅ）からの疾患を患って

いる対象のＤＮＡに特異的な固有のバンドパターンを、疾患をまだ患っていない

対象に対する工程（ｆ）からのバンドパターンと比較すること、を含む特異的な

哺乳類対立形質の活性に関連した疾患に対する疾病素因を診断するための方法を
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提供する。

      【００５８】

  本発明はまた、（ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発現している細胞を培養

すること、（ｂ）細胞からの哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を回収すること、およ

び（ｃ）そのように回収した哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を精製することを含む

、本発明に従った精製哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を調製する方法を提供する。

      【００５９】

  本発明はさらに、（ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している核酸

を好適な発現ベクター内に挿入すること、（ｂ）得られたベクターを好適な宿主

細胞内に導入すること、（ｃ）得られた宿主細胞を、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体の産出を許容する好適条件に置くこと、（ｄ）そのようにして産出された哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体を回収すること、および任意に（ｅ）そのように回収し

た哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を単離することおよび／または精製することを含

む、本発明に従った精製哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を調製する方法を提供する

。

      【００６０】

  さらに、本発明は、それによって化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体ゴニス

トであるかどうかを決定するために、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を許

容する条件下で、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているＤＮＡをトラ

ンスフェクトし、発現している細胞を化合物と接触させること、および哺乳類Ｓ

ＮＯＲＦ３６受容体活性の増加を検出することを備える、化学化合物が、哺乳類

ＳＮＯＲＦ３６受容体ゴニストであるかどうかを決定する工程を提供する。

      【００６１】

  本発明はまた、それによって化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体ンタゴニス

トであるかどうかを決定するために、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を許

容する条件下で、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているＤＮＡをトラ

ンスフェクトし、発現している細胞を化合物と接触させること、および哺乳類Ｓ

ＮＯＲＦ３６受容体活性の減少を検出することを備える、化学化合物が、哺乳類

ＳＮＯＲＦ３６受容体ンタゴニストであるかどうかを決定する工程を提供する。
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      【００６２】

  本発明はまたさらに、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を増加させるのに効

果的な量の、本発明に従った工程によって決定した哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

ゴニストおよび担体、例えば薬学的に許容可能な担体を備える組成物、例えば薬

学的組成物を提供する。１つの実施形態において、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

ゴニストは先に知られてはいない。

      【００６３】

  また、本発明は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を減少させるのに効果的

な量の、本発明に従った工程によって決定した哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体ンタ

ゴニストおよび担体、例えば薬学的に許容可能な担体を備える組成物、例えば薬

学的組成物、を提供する。

      【００６４】

  本発明はさらに、化学化合物が、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合

し、そしてそれを活性化するかどうかを決定するための工程を提供し、それには

、第二メッセンジャー応答を産出しており、その細胞表面上に哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体を発現している細胞を、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化に好適

な条件下で、化学化合物と接触させること、および化学化合物の存在下および非

存在下での第二メッセンジャー応答を測定することが含まれ、そこでそのような

細胞は通常ＳＮＯＲＦ３６受容体は発現しておらず、化学化合物の存在下での第

二メッセンジャー応答における変化、例えば増加は、化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体を活性化することを示唆している。

      【００６５】

  本発明はまたさらに、化学化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結

合し、活性化を阻害するかどうかを決定する工程を提供し、それには、第二メッ

センジャー応答を産出しており、その細胞表面上に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

を発現している細胞を、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化に好適な条件下で

、化学化合物および哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化することが知られてい

る第二化学化合物両方、および第二化学化合物のみと接触させること、および第

二化学化合物のみの存在下、および第二化学化合物と化学化合物両方の存在下で
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の第二メッセンジャー応答を測定することを備え、そこでそのような細胞は通常

ＳＮＯＲＦ３６受容体は発現しておらず、第二化学化合物のみの存在下でよりも

化学化合物および第二化学化合物両方の存在下での第二メッセンジャー応答にお

いて変化、例えば増加が小さいことは、化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を

阻害することを示唆している。

      【００６６】

  さらに、本発明は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を増加させるのに効果

的な量の、本発明に従った工程によってそうであると決定した哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体ゴニストおよび担体、例えば製薬上許容され得る担体を備える組成物

、例えば薬学的組成物を提供する。

      【００６７】

  本発明はまた、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を減少させるのに効果的

な量の本発明に従った工程によってそうであると決定した哺乳類ＳＮＯＲＦ３６

受容体ンタゴニスト、および担体、例えば製薬上許容され得る担体を備える組成

物、例えば薬学的組成物を提供する。

      【００６８】

  本発明はまたさらに、それによって哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化する

それぞれの化合物を同定するために、（ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をトラ

ンスフェクトし、発現している細胞を、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を

許容する条件下で、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化することが知られてい

ない多数の化合物と接触させること、（ｂ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体活性化

が１つまたはそれ以上の化合物の存在下で増加するかどうかを決定すること、も

しそうであれば（ｃ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化が多数の化合物に含

まれる任意の化合物によって増加するかどうかを別々に決定すること、を備える

哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化する化合物を同定するために、哺乳類ＳＮ

ＯＲＦ３６受容体を活性化することが知られていない多数の化学化合物をスクリ

ーニングする方法を提供する。

      【００６９】

  本発明は、それによって哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を阻害するその
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ような多数の化合物に含まれる任意の化合物を同定するために、（ａ）哺乳類Ｓ

ＮＯＲＦ３６受容体をトランスフェクトし、発現している細胞を、哺乳類ＳＮＯ

ＲＦ３６受容体の活性化を許容する条件下で、公知の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体ゴニストの存在下で多数の化合物と接触させること、（ｂ）そのような１つま

たはそれ以上の化合物がない状態での哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化の程

度または量と比較して、１つまたはそれ以上の化合物の存在下で哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体の活性化が減少するかどうかを決定すること、もしそうであれば（

ｃ）それぞれのそのような化合物が、多数の化合物に含まれるそれぞれの化合物

に対する哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を阻害するかどうかを別々に決定

すること、を備える哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を阻害する化合物を同

定するために、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を阻害することが知られて

いない多数の化学化合物をスクリーニングする方法を提供する。

      【００７０】

  本発明はまた、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体活性を増加させるのに効果的な量

で本発明に従った方法によって同定された化合物、および担体、たとえば製薬上

許容され得る担体を備える組成物、たとえば薬学的組成物を提供する。

      【００７１】

  本発明はまたさらに、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体活性を減少させるのに効果

的な量で本発明に従った方法によって同定された化合物、および担体、たとえば

製薬上許容され得る担体を含む組成物、たとえば薬学的組成物提供する。

      【００７２】

  さらにまた本発明は、異常を処置するのに効果的な量で哺乳類ＳＮＯＲＦ３６

受容体ゴニストである化合物を対象に投与することを備える、哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体の活性を増加させることによって異常が軽減される場合に、患者にお

ける異常を処置する方法を提供する。

      【００７３】

  さらに本発明は、異常を処置するのに効果的な量で哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体ンタゴニストである化合物を対象に投与することを備える、哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体の活性を減少させることによって異常が軽減される場合に、患者にお
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ける異常を処置する方法を提供する。

      【００７４】

  本発明はまた、本発明に従った工程を用いて化学化合物を同定し、次いで化学

化合物または新規構造および機能類似体またはその相同物を合成することを備え

る、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合する物体の組成物を作製するた

めの工程を提供する。

      【００７５】

  本発明はさらに、担体、例えば製薬上許容され得る担体および製薬上に効果的

な量の、本発明に従った工程で同定された化学化合物または新規構造および機能

類似体またはその相同物を混ぜることを含む組成物、たとえば薬学的組成物を調

製するための方法を提供する。

      【００７６】

発明の詳細な説明

  本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６ａ受容体をコード化する核酸を備える組換え体

核酸にあって、該哺乳類受容体をコード化する核酸が高厳密条件下にてヒトＳＮ

ＯＲＦ３６ａ受容体をコード化し、且つプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯ

ＲＦ３６ａ－ｆに含まれる核酸をコード化するヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体をコ

ード化する核酸の配列（ＡＴＣＣ特許寄託番号２０３９７７）に同一である配列

を有する核酸にハイブリッド形成する組替え体核酸を提供する。

      【００７７】

  本発明はさらにヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体をコード化する核酸を備える組替

え体核酸にあって、該ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体が図１Ａ－１Ｃ（配列番号１

）に表示の最短オープンリーディングフレームの配列に同一であるアミノ酸配列

を備える組換え体核酸を提供する。

      【００７８】

  本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体をコード化する核酸を備える組換え体

核酸にあって、該哺乳類受容体をコード化する核酸が高厳密条件下にヒトＳＮＯ

ＲＦ３６ａ受容体をコード化し且つプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ

３６ｂ－ｆに含まれる核酸をコード化するヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体をコード
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化する核酸の配列（ＡＴＣＣ特許寄託番号２０３９７６）に同一である配列を有

する核酸にハイブリッド形成する組替え体核酸を提供する。

      【００７９】

  本発明はまたヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体をコード化する核酸を備える組替え

体核酸にあって、該ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体が図３Ａ－３Ｃ（配列番号３）

に表示の最短オープンリーディングフレームによりコード化されたヒトＳＮＯＲ

Ｆ３６ｂ受容体の配列に同一であるアミノ酸配列を備える組換え体核酸を提供す

る。

      【００８０】

  本発明はまた上記の天然に生ずる対立遺伝子変異体をコード化する核酸を備え

る組換え体核酸も目的とする。例えばこのような対立遺伝子変異体は図１Ａ－１

Ｃ（配列番号１）内位置３９でのグアニン（Ｇ）からアデニン（Ａ）への変化を

含む。このような対立遺伝子変異体の別の例は、図３Ａ－３Ｃ（配列番号３）内

位置３９でのグアニン（Ｇ）からアデニン（Ａ）への変化を含む。

      【００８１】

  プラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆおよびプラスミドｐｃ

ＤＮＡ３．１－ｈＳＯＮＲＦ３６ｂ－ｆは共に米国標準株コレクション（ＡＴＣ

Ｃ）、１０８０１  ユニバーシティーブルヴァル（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｂｌ

ｖｄ．  ）、マナサス（Ｍａｎａｓｓａｓ）、バージニア（Ｖｉｒｇｉｎｉａ）

  ２０１１０－２２０９、米国に特許手続き上の微生物寄託の国際的承認に関す

るブダペスト条約に従い１９９９年４月２８日に寄託され、それぞれＡＴＣＣ特

許寄託番号２０３９７７及び２０３９７６に一致する。

      【００８２】

  プラスミドｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐは１９９９年、８月１７

日に米国標準株コレクション（ＡＴＣＣ）、１０８０１  ユニバーシティーブル

ヴァル、マナサス、バージニア  ２０１１０－２２０９、米国に特許手続き上の

微生物寄託の国際的承認に関するブダペスト条約に従い寄託され、ＡＴＣＣ特許

寄託番号ＰＴＡ－５３４に一致する。

      【００８３】
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  プラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆは２０００年、１月１８日

に米国標準株コレクション（ＡＴＣＣ）、１０８０１  ユニバーシティーブルヴ

ァル、マナサス、バージニア  ２０１１０－２２０９、米国に特許手続き上の微

生物寄託の国際的承認に関するブダペスト条約に従い寄託され、ＡＴＣＣ特許寄

託番号ＰＴＡ－１２１６に一致する。

      【００８４】

  ハイブリッド形成法は当業者によく知られている。本発明の目的に関しては高

厳密条件下のハイブリッド形成は、４０度、５０％フォルムアミド、５×ＳＣＣ

、７ｍＭ  Ｔｒｉｓ、１×デンハルト（Ｄｅｎｈａｒｕｄｔ‘ｓ）、２５μｇ／

ｍｌサケ精子ＤＮＡを含むハイブリッド形成バッファー中にて実施され、５０℃

、０．１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中にて洗浄されるハイブリッド形成を意味す

る。

      【００８５】

  本アプリケーションを通じ、特異的ヌクレオチド塩基を示すために以下の標準

的略語が用いられる：

Ａ＝アデニン

Ｇ＝グアニン

Ｃ＝シトシン

Ｔ＝チミン

Ｍ＝アデニン又はシトシン

Ｒ＝アデニン又はグアニン

Ｗ＝アデニン又はチミン

Ｓ＝シトシン又はグアニン

Ｙ＝シトシン又はチミン

Ｋ＝グアニン又はチミン

Ｖ＝アデニン、シトシン又はグアニン（チミンではない）

Ｈ＝アデニン、シトシン又はチミン（シトシンではない）

Ｂ＝シトシン、グアニン又はチミン（アデニンではない）

Ｎ＝アデニン、シトシン、グアニン又はチミン（又はイノシンの様なその他の修
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飾型塩基）

Ｉ＝イノシン

更に用語「アゴニスト」は本明細書を通し本発明のポリペプチドの活性を増加す

るペプチド又は非ペプチジル化合物を示すのに使用される。用語「拮抗物質」は

本明細書を通し本発明のポリペプチドの活性を低下するペプチド又は非ペプチジ

ル化合物を示すのに使用される。

      【００８６】

更にここに使用される句「製薬上許容され得る担体」は、標準的な製薬上許容さ

れ得る担体の何れかを意味する。例はリン酸緩衝化食塩水、生理食塩水、水及び

油／水乳剤の様な乳剤を含むが、これらに限定されるものではない。

      【００８７】

  哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子はイントロンを含むことができ、また更に

コーディング又は非コーディング域内に追加のイントロンが存在できる可能性が

ある。更にｍＲＮＡのスプライス型は、現在規定されている開始メチオニンの上

流又はコーディング域内に追加のアミノ酸をコード化するだろう。更に代替エク

ソンの存在及び使用が可能であり、その場合にはｍＲＮＡはエクソンを備える領

域内に異なるアミノ酸をコード化するだろう。更に単一アミノ酸置換は、発現タ

ンパク質のアミノ酸配列が元の遺伝子によりコード化されたタンパク質と異なる

様なＲＮＡ編集のメカニズムを介し起こるだろう。（Ｂｕｒｎｓら、１９９６、

Ｃｈｕら、１９９６）。この様な変異体は元の遺伝子によりコード化されたポリ

ペプチドとは異なる薬理特性を有するだろう。

      【００８８】

  本発明はここに開示した哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体のスプライス変異体を提

供する。本発明は更に別の翻訳開始部位、及び本発明のＳＮＯＲＦ３６受容体を

コード化する核酸の別スプライス又は編集変異体を提供する。

      【００８９】

  本発明はまたここに開示されたＳＮＯＲＦ３６受容体の天然に発生する対立遺

伝子変異体をコード化する核酸を備える組換え体核酸も目的とする。

      【００９０】
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  本発明の核酸はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体遺伝子の核酸類似体にあって、前

記ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体遺伝子が図１Ａ－１Ｃに示される核酸配列（配列

番号１）又はプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ

受託番号２０３９７７）に含まれる核酸配列を備えるものである核酸類似体も備

える。ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子の核酸類似体は１つ以上の核酸塩基の同

一性または位置に関し、ここに記載のヒトＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子と異なっ

ており（図１Ａ－１Ｃに示される、又はプラスミド３．１－ｈＳＯＮＲＦ３６ａ

－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）に含まれる核酸塩基の全てより少ないも

のを含む欠失類似体、図１Ａ－１Ｃに示される又はプラスミド３．１－ｈＳＯＮ

ＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）に含まれる１つ以上の核酸塩

基が他の核酸塩基に置換されている置換類似体、及び核酸配列の末端又は中央部

分に１つ以上の核酸塩基が付加される類似体）、そして図１Ａ－１Ｃに示される

、又はプラスミド３．１－ｈＳＯＮＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９

７７）に含まれる核酸塩基によりコード化されたタンパク質の特性の一部又は全

てを共有するタンパク質をコード化している。本発明の実施形態の一つでは、核

酸類似体は図２Ａ－２Ｂに示される、又はｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６

ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）に含まれる核酸配列によりコード化さ

れるアミノ酸配列と同一であるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する

。別実施形態では、核酸類似体は図２Ａ－２Ｂに示される、又はｐｃＤＮＡ３．

１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）に含まれる核酸

配列によりコード化されるアミノ酸配列と異なるアミノ酸配列を有するタンパク

質をコード化する。更に別の実施形態では、核酸類似体によりコード化されるタ

ンパク質は図２Ａ－２Ｂに示されるアミノ酸配列を有する受容体タンパク質の機

能と同一である機能を有する。別実施形態では、核酸類似体によりコード化され

るタンパク質の機能は図２Ａ－２Ｂに示されるアミノ酸配列を有する受容体タン

パク質の機能とは異なる。別実施形態では、核酸配列の変異はタンパク質の膜貫

通（ＴＭ）領域内に発生する。更に別の実施形態では、核酸配列内の変異はＴＭ

領域の外に起こる。

      【００９１】
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  本発明の核酸はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体遺伝子の核酸類似体にあって、該

ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体遺伝子が図３Ａ－３Ｃに示される又はプラスミド３

．１－ｈＳＯＮＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）に含まれる核

酸配列（配列番号３）を含むものである核酸類似体も備える。ヒトＳＮＯＲＦ３

６ｂ受容体遺伝子の核酸類似体はここに記載のヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体遺伝

子とは、１つ以上の核酸塩基の同一性または位置に関し異なっており（図３Ａ－

３Ｃに示される、又はプラスミド３．１－ｈＳＯＮＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受

託番号２０３９７６）に含まれる核酸塩基の全てより少ないものを含む欠失類似

体、図３Ａ－３Ｃに示される又はプラスミド３．１－ｈＳＯＮＲＦ３６ｂ－ｆ（

ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）に含まれる１つ以上の核酸塩基が他の核酸塩基

に置換されている置換類似体、及び核酸配列の末端又は中央部分に１つ以上の核

酸塩基が付加される類似体）、そして図３Ａ－３Ｃに示される、又はプラスミド

３．１－ｈＳＯＮＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）に含まれる

核酸塩基によりコード化されたタンパク質の特性の一部又は全てを共有するタン

パク質をコード化している。本発明の実施形態の一つでは、核酸類似体は図４Ａ

－４Ｃに示される、又はｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ

受託番号２０３９７６）に含まれる核酸配列によりコード化されるアミノ酸配列

と同一であるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する。別実施形態では

、核酸類似体は図４Ａ－４Ｃに示される、又はｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ

３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）に含まれる核酸配列によりコード

化されるアミノ酸配列と異なるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する

。更に別の実施形態では、核酸類似体によりコード化されるタンパク質は図４Ａ

－４Ｃに示されるアミノ酸配列を有する受容体タンパク質の機能と同一である機

能を有する。別実施形態では、核酸類似体によりコード化されるタンパク質の機

能は図４Ａ－４Ｃに示されるアミノ酸配列を有する受容体タンパク質の機能とは

異なる。別実施形態では、核酸配列の変異はタンパク質の膜貫通（ＴＭ）領域内

に発生する。更に別の実施形態では、核酸配列内の変異はＴＭ領域の外に起こる

。

      【００９２】
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  本発明の核酸は更にラットＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子の核酸類似体にあって

、該ラットＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子が図５に示される、又はプラスミドｐＥ

ＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－５３４）

に含まれる核酸配列を備えるものである核酸類似体も備える。ラットＳＮＯＲＦ

３６受容体遺伝子の核酸類似体は１つ以上の核酸塩基の同一性または位置に関し

ここに記載のラットＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子と異なっており（図５に示され

る又はプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託

番号ＰＴＡ－５３４）に含まれる核酸塩基の全てより少ないものを含む核酸塩基

欠失類似体、図５に示される又はプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ

３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－５３４）に含まれる１つ以上の核酸塩基

が他の核酸塩基に置換されている置換類似体、及び核酸配列の末端又は中央部分

に１つ以上の核酸塩基が付加される類似体）、そして図５に示される、又はプラ

スミドｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ

－５３４）に含まれる核酸塩基によりコード化されたタンパク質の特性の一部又

は全てを共有するタンパク質をコード化している。本発明の実施形態の一つでは

、核酸類似体は図６に示される、又はｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐ

（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－５３４）に含まれる核酸配列によりコード化さ

れるアミノ酸配列と同一であるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する

。別実施形態では、核酸類似体は図６に示される、又はｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒ

ＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－５３４）に含まれる核酸配列

によりコード化されるアミノ酸配列と異なるアミノ酸配列を有するタンパク質を

コード化する。更に別の実施形態では、核酸類似体によりコード化されるタンパ

ク質は図６に示されるアミノ酸配列を有する受容体タンパク質の機能と同一の機

能を有する。別実施形態では、核酸類似体によりコード化されるタンパク質の機

能は図６に示されるアミノ酸配列を有する受容体タンパク質の機能とは異なる。

別実施形態では、核酸配列の変異はタンパク質の膜貫通（ＴＭ）領域内に発生す

る。更に別の実施形態では、核酸配列内の変異はＴＭ領域の外に起こる。

      【００９３】

  本発明の核酸は更にラットＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子の核酸類似体にあって
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、該ラットＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子が図９Ａ－９Ｃに示される、又はプラス

ミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１

２１６）に含まれる核酸配列を備えるものである核酸類似体も備える。ラットＳ

ＮＯＲＦ３６受容体遺伝子の核酸類似体は１つ以上の核酸塩基の同一性または位

置に関しここに記載のラットＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子と異なっており（図９

Ａ－９Ｃに示される、又はプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（

ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）に含まれる核酸塩基の全てより少ない

ものを含む核酸塩基欠失類似体、図９Ａ－９Ｃに示される、又はプラスミドｐＥ

ＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）

に含まれる１つ以上の核酸塩基が他の核酸塩基に置換されている置換類似体およ

び核酸配列の末端又は中央部分に１つ以上の核酸塩基が付加される類似体）、更

に図９Ａ－９Ｃに示される又はプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６―

ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）に含まれる核酸塩基によりコード

化されたタンパク質の特性の一部又は全てを共有するタンパク質をコード化して

いる。本発明の実施形態の一つでは、核酸類似体は図１０Ａ－１０Ｃに示される

、又はｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－

１２１６）に含まれる核酸配列によりコード化されるアミノ酸配列と同一である

アミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する。別の実施形態では、核酸類似

体は図１０Ａ－１０Ｃに示される、又はｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６―ｆ

（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）に含まれる核酸配列によりコード化

されるアミノ酸配列と異なるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する。

更に別の実施形態では、核酸類似体によりコード化されるタンパク質は図１０Ａ

－１０Ｃに示されるアミノ酸配列を有する受容体タンパク質の機能と同一の機能

を有する。別実施形態では、核酸類似体によりコード化されるタンパク質の機能

は図１０Ａ－１０Ｃに示されるアミノ酸配列を有する受容体タンパク質の機能と

は異なる。別実施形態では、核酸配列の変異はタンパク質の膜貫通（ＴＭ）領域

内に発生する。更に別の実施形態では、核酸配列内の変異はＴＭ領域の外に起こ

る。

      【００９４】
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  本発明は上記の分離された核酸にあって、該核酸がＤＮＡであるものを提供す

る。ある実施形態では、ＤＮＡはｃＤＮＡである。別実施形態ではＤＮＡはゲノ

ムＤＮＡである。更に別の実施形態では、核酸はＲＮＡである。核酸分子の製造

及び処理に関する方法は当分野で良く知られている。

      【００９５】

  本発明は更に、ここに記載のポリペプチドの何れかをコード化するＤＮＡに関

し退縮されている核酸を提供する。ある実施形態では、核酸は図１Ａ－１Ｃ内に

示されるヌクレオチド配列又はプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６

ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）に含まれるヌクレオチド配列に関し退

縮されるヌクレオチド配列、即ち同一アミノ酸配列に翻訳されるヌクレオチド配

列を備える。別実施形態では、核酸は図３Ａ－３Ｃ内に示されるヌクレオチド配

列又はプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番

号２０３９７６）に含まれるヌクレオチド配列に関し退縮されるヌクレオチド配

列、即ち同一アミノ酸配列に翻訳されるヌクレオチド配列を備える。

      【００９６】

  別実施形態では、核酸は図５（配列番号５）又は図９Ａ－９Ｃ（配列番号７）

内に示されるヌクレオチド配列、又はプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯ

ＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－５３４）又はｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳ

ＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）に含まれるヌクレ

オチド配列に関し退縮されるヌクレオチド配列、即ち同一アミノ酸配列に翻訳さ

れるヌクレオチド配列を備える。

      【００９７】

  本発明は本発明のポリペプチドのアミノ酸配列とは異なるアミノ酸配列をコー

ド化するが、表現形の変化は生じないＤＮＡｓ及びｃＤＮＡｓも包含する。

      【００９８】

  あるいは本発明はまた本発明のＤＮＡ、ｃＤＮＡ及びＲＮＡにハイブリッド形

成するＤＮＡｓ、ｃＤＮＡｓ及びＲＮＡｓも包含する。ハイブリッド形成法は当

業者に良く知られている。

      【００９９】
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  本発明の核酸はまた１つ以上のアミノ酸残基の同一性又は位置に関し天然に生

ずる形態と異なっている抗原性ポリペプチドのポリペプチド類似体、断片又は誘

導体（タンパク質に特異的な残基の全てより少ない塩基を含む欠失類似体、１つ

以上の特異的残基が他塩基により置換されている置換類似体、およびポリペプチ

ドの末端または中央部に１つ以上のアミノ酸塩基が付加される付加類似体）であ

り、更に天然に生ずる形状の一部又は全ての特性を共有するものをコード化する

核酸分子も含む。これら分子は以下を含む：選択された非哺乳類宿主による発現

に「好適な」コドンの取り込み、制限エンドヌクレアーゼ酵素による切断に適し

た部位の準備、及び易発現ベクターの構築を促す追加の開始、終止又は中間ＤＮ

Ａ配列。ポリペプチド類似体の作製は当業者に良く知られている（Ｓｐｕｒｎｅ

ｙ、Ｒ．Ｆ．ら、（１９９７）、Ｆｏｎｇ，Ｔ．Ｍら、（１９９５）、Ｕｎｄｅ

ｒｗｏｏｄ，Ｄ．Ｊ．ら、（１９９４）、Ｇｒａｚｉａｎｏ，Ｍ．Ｐ．ら（１９

９６）、Ｇｕａｎ  Ｘ．Ｍ．ら（１９９５））。

      【０１００】

  本発明の修飾ポリペプチドは当分野公知の方法、例えばここに開示の方法を使

用し一過性、又は安定的にトランスフェクションされる。本発明は更に修飾ポリ

ペプチドを使用する結合アッセイにあって、前記ポリペプチドが一過性に、又は

安定型細胞株に発現されるアッセイも提供する。本発明は更にここに開示された

結合アッセイの様な結合アッセイ法に修飾ポリペプチドを使用して特定された化

合物も提供する。

      【０１０１】

  ここに記載されクレームされる核酸は、ポリペプチドのアミノ酸配列に関する

情報、及び各種組換え体技術によるポリペプチドの大規模合成に関する産物とし

て有用である。核酸分子は新規のクローニングと発現用ベクター、形質転換され

、トランスフェクションされた前核生物及び真核生物宿主細胞、及びポリペプチ

ドと関連産物を発現できるこれら宿主細胞の培養増殖に適した新規、有用な方法

の作成にとって有益である。

      【０１０２】

  本発明は更に図１Ａ－１Ｃ（配列番号１）に示される核酸配列によりコード化
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される、又はプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ

受託番号２０３９７７）にコード化されるＳＮＯＲＦ３６受容体の種相同体をコ

ード化している分離核酸も提供する。実施形態の一つでは、核酸はプラスミドｐ

ｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）に

よりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と実質同一のアミノ酸配列を持つ哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体をコード化している。別実施形態では、核酸はプ

ラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３

９７７）によりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と７５％より高いアミノ酸

同一性を持つ、好ましくはプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－

ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）によりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容

体と８５％より高いアミノ酸同一性を持つ、最も好ましくはプラスミドｐｃＤＮ

Ａ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）によりコ

ード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と９５％より高いアミノ酸同一性を持つ哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体をコード化している。別の実施形態では、哺乳類

ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体はプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６

ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）に含まれるＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝

子と７０％より高い核酸同一性を持つ、好ましくはプラスミドｐｃＤＮＡ３．１

－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）に含まれるＳＮＯ

ＲＦ３６受容体遺伝子と８０％より高い核酸同一性を持つ、より好ましくはプラ

スミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９

７７）に含まれるＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子と９０％より高い核酸同一性を持

つ。種相同体を分離し、精製する方法の例は他に記載されている（例えば米国特

許第５，６０２，０２４号、ＷＯ９４／１４９５７号、ＷＯ９７／２６８５３号

、ＷＯ９８／１５５７０号）。

      【０１０３】

  本発明は更に図３Ａ－３Ｃ（配列番号３）に示される核酸配列によりコード化

される、又はプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ

受託番号２０３９７６）にコード化されるＳＮＯＲＦ３６受容体の種相同体をコ

ード化している分離核酸も提供する。実施形態の一つでは、核酸はプラスミドｐ
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ｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）に

よりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と実質同一のアミノ酸配列を持つ哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体をコード化している。別実施形態では、核酸はプ

ラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３

９７６）によりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と７５％より高いアミノ酸

同一性を持つ、好ましくはプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－

ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）によりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容

体と８５％より高いアミノ酸同一性を持つ、最も好ましくはプラスミドｐｃＤＮ

Ａ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）によりコ

ード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と９５％より高いアミノ酸同一性を持つ哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体をコード化している。別の実施形態では、哺乳類

ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体はプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６

ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）に含まれるＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝

子と７０％より高い核酸同一性を持つ、好ましくはプラスミドｐｃＤＮＡ３．１

－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）に含まれるＳＮＯ

ＲＦ３６受容体遺伝子と８０％より高い核酸同一性を持つ、より好ましくはプラ

スミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９

７６）に含まれるＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子と９０％より高い核酸同一性を持

つ。

      【０１０４】

  本発明はまた図５（配列番号５）に示される核酸配列によりコード化される、

又はプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番

号ＰＴＡ－５３４）にコード化されるＳＮＯＲＦ３６受容体の種相同体をコード

化している分離核酸も提供する。実施形態の一つでは、核酸はプラスミドｐＥＸ

Ｊ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－５３４）に

よりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と実質同一のアミノ酸配列を持つ哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体をコード化している。別実施形態では、核酸はプ

ラスミドｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴ

Ａ－５３４）によりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と７５％より高いアミ
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ノ酸同一性を持つ、好ましくはプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３

６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－５３４）によりコード化されたＳＮＯＲＦ

３６受容体と８５％より高いアミノ酸同一性を持つ、最も好ましくはプラスミド

ｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－５３

４）によりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と９５％より高いアミノ酸同一

性を持つ哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体をコード化している。別の実施形態

では、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体はプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒ

ＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－５３４）に含まれるＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体遺伝子と７０％より高い核酸同一性を持つ、好ましくはプラスミド

ｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－５３

４）に含まれるＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子と８０％より高い核酸同一性を持つ

、より好ましくはプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐ（ＡＴＣ

Ｃ特許寄託番号ＰＴＡ－５３４）に含まれるＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子と９０

％より高い核酸同一性を持つ。

      【０１０５】

  本発明はまた図９Ａ－９Ｃ（配列番号７）に示される核酸配列によりコード化

される、又はプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許

寄託番号ＰＴＡ－１２１６）にコード化されるＳＮＯＲＦ３６受容体の種相同体

をコード化している分離核酸も提供する。実施形態の一つでは、核酸はプラスミ

ドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２

１６）によりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と実質同一のアミノ酸配列を

持つ哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体をコード化している。別実施形態では、

核酸はプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番

号ＰＴＡ－１２１６）によりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と７５％より

高いアミノ酸同一性を持つ、好ましくはプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲ

Ｆ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）によりコード化されたＳ

ＮＯＲＦ３６受容体と８５％より高いアミノ酸同一性を持つ、最も好ましくはプ

ラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ

－１２１６）によりコード化されたＳＮＯＲＦ３６受容体と９５％より高いアミ
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ノ酸同一性を持つ哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体をコード化している。別の

実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体相同体はプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７

－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）に含まれる

ＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子と７０％より高い核酸同一性を持つ、好ましくはプ

ラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ

－１２１６）に含まれるＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子と８０％より高い核酸同一

性を持つ、より好ましくはプラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｆ（

ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）に含まれるＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝

子と９０％より高い核酸同一性を持つ。

      【０１０６】

  本発明は、第３細胞内ドメインにアミノ酸欠失、置換又は付加を有することで

哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体とは異なっている修飾型哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体をコード化する分離核酸を提供する。

      【０１０７】

  本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化する分離核酸を提供する。実

施形態の一つでは、核酸はＤＮＡである。別実施形態では、ＤＮＡはｃＤＮＡで

ある。別実施形態では、ＤＮＡはゲノムＤＮＡである。別実施形態では、核酸は

ＲＮＡである。

      【０１０８】

  別の実施形態では哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６受容体で

ある。別実施形態では、ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体はｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮ

ＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）によりコード化されている

ものに同一のアミノ酸配列を有する。別実施形態では、ヒトＳＮＯＲＦ３６受容

体は図２Ａ－２Ｂ（配列番号２）に示されるアミノ酸配列に同一のアミノ酸配列

を有する。

      【０１０９】

  別の実施形態では哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体

である。別実施形態では、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体はｐｃＤＮＡ３．１－ｈ

ＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）によりコード化されて
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いるものに同一のアミノ酸配列を有する。別実施形態では、ヒトＳＮＯＲＦ３６

ｂ受容体は図４Ａ－４Ｃ（配列番号４）に示されるアミノ酸配列に同一のアミノ

酸配列を有する。

      【０１１０】

  実施形態の一つでは哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はラットＳＮＯＲＦ３６受容

体である。別実施形態では、ラットＳＮＯＲＦ３６受容体はｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒ

ＳＯＮＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）によりコード化

されているものに同一のアミノ酸配列を有する。別実施形態では、ラットＳＮＯ

ＲＦ３６受容体は図１０Ａ－１０Ｃ（配列番号８）に示されるアミノ酸配列に同

一のアミノ酸配列を有する。

      【０１１１】

  本発明は精製哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体タンパク質を提供する。実施形態の

一つではＳＮＯＲＦ３６受容体タンパク質はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体タンパ

ク質である。別実施形態ではＳＮＯＲＦ受容体タンパク質はヒトＳＮＯＲＦ３６

ｂ受容体タンパク質である。更に別の実施形態では、ＳＮＯＲＦ３６受容体タン

パク質はラットＳＮＯＲＦ３６受容体タンパク質である。

      【０１１２】

  本発明は、本発明の核酸を備えるベクターを提供する。本発明は更に、細胞内

核酸を発現せしめるために受容体をコード化している核酸に作動可能に連結され

た細胞内核酸の発現に必要な制御要素を備える、足棒内発現に適合したベクター

にあって、前記細胞が細菌、両生類、酵母、昆虫又は哺乳類細胞であるベクター

を提供する。実施形態の一つでは、ベクターはバキュロウイルスである。別実施

形態では、ベクターはプラスミドである。

      【０１１３】

  本発明はｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０

３９７７）と命名されたプラスミドを提供する。本発明はまたｐｃＤＮＡ３．１

－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）と命名されたプラ

スミドを提供する。本発明はｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７－ｒＳＯＮＲＦ３６ｐ（ＡＴＣ

Ｃ特許寄託番号ＰＴＡ－５３４）と命名されたプラスミドを提供する。本発明は
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ｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＯＮＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１

６）と命名されたプラスミドを提供する。

      【０１１４】

  本発明は更に修飾型非翻訳配列を含むベクター又はプラスミドも提供し、それ

らは所望宿主細胞での発現、又は結合アッセイあるいは機能的アッセイでの使用

に有益である。例えば様々な長さの非翻訳配列を持つベクター又はプラスミドは

使用する宿主細胞に依存して各種量のポリペプチドを発現するだろう。ある実施

形態では、ベクター又はプラスミドはポリペプチドのコーディング配列及び宿主

細胞内での発現に必要な制御要素を備える。

      【０１１５】

  本発明は、本発明のベクターを含む細胞を提供する。実施形態の一つでは、細

胞は非哺乳類細胞である。実施形態の一つでは、非哺乳類細胞はアフリカツメガ

エル（Ｘｅｎｏｐｕｓ）卵細胞又はアフリカツメガエルメラニン細胞である。別

実施形態では、細胞は哺乳類細胞である。別実施形態では、細胞はＣＯＳ－７細

胞、２９３ヒト胚性腎臓細胞、ＮＩＨ－３Ｔ３細胞、ＬＭ（ｔｋ－）細胞、マウ

スＹ１細胞、又はＣＨＯ細胞である。別実施形態では、細胞は昆虫細胞である。

別実施形態では、昆虫細胞はＳｆ９細胞、Ｓｆ２１細胞又はトリコプルシアｎｉ

  ５Ｂ－４細胞である。

      【０１１６】

  本発明は本発明による細胞より分離された膜標本を提供する。

      【０１１７】

  更に、本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化する核酸と特異的にハ

イブリッド形成するプローブである少なくとも１５ヌクレオチドを備える核酸プ

ローブにあって、前記プローブがプラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３

６ａ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７７）、プラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈ

ＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴＣＣ受託番号２０３９７６）プラスミドｐＥＸＪ．

Ｔ３Ｔ７－ｒＳＯＮＲＦ３６ｐ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－５３４）または

プラスミドｐＥＸＪ．Ｔ７－ｒＳＯＮＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴ

Ａ－１２１６）をコード化する核酸の２本鎖の１本内に存在する特異的配列に相
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補的である配列を有するプローブを提供する。

      【０１１８】

  本発明は更に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化する核酸と特異的にハイ

ブリッド形成するプローブである少なくとも１５ヌクレオチドを備える核酸プロ

ーブにあって、前記プローブが（ａ）図１Ａ－１Ｃに示す核酸配列（配列番号１

）又は（ｂ）その逆向き相補体内に存在する特異的配列に相補的である配列を有

するものであるプローブを提供する。本発明は更に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

をコード化する核酸と特異的にハイブリッド形成するプローブである少なくとも

１５ヌクレオチドを備える核酸プローブにあって、前記プローブが（ａ）図３Ａ

－３Ｃに示す核酸配列（配列番号３）又は（ｂ）その逆向き相補体内に存在する

特異的配列に相補的である配列を有するものであるプローブを提供する。本発明

はまたに哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化する核酸と特異的にハイブリッ

ド形成するプローブである少なくとも１５ヌクレオチドを備える核酸プローブに

あって、前記プローブが（ａ）図５に示す核酸配列（配列番号５）又は（ｂ）そ

の逆向き相補体内に存在する特異的配列に相補的である配列を有するものである

プローブも提供する。本発明はまた哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化する

核酸と特異的にハイブリッド形成するプローブである少なくとも１５ヌクレオチ

ドを備える核酸プローブにあって、前記プローブが（ａ）図９Ａ－９Ｃに示す核

酸配列（配列番号７）又は（ｂ）その逆向き相補体内に存在する特異的配列に相

補的である配列を有するものであるプローブを提供する。実施形態の一つでは核

酸はＤＮＡである。別実施形態では、核酸はＲＮＡである。

      【０１１９】

  ここで用いる句「特異的にハイブリッド形成する」とは、それ自体に相補的な

核酸配列を認識し、そして相補的塩基対間の水素結合を通し二重螺旋断片を形成

する核酸分子の能力を意味する。

      【０１２０】

  本発明の核酸は他の種由来の相同的核酸を得るため、及びサンプル注の相補的

配列を有する核酸の存在を検出するためのプローブとして利用できるだろう。

      【０１２１】
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核酸はまたトランスフェクションされた細胞内にそれらがコード化している受容

体を発現させるのにも使用されるだろう。

      【０１２２】

更なる修飾を持たない天然に発生したＳＮＯＲＦ３６、または適当な点突然変異

、欠失等を持つＳＮＯＲＦ３６によりコード化された構成的に活性な受容体を利

用することで、内因性リガンドに関する事前の知識なしに拮抗物質をスクリーニ

ングすること、及び受容体ＳＮＯＲＦ３６の役割を基にするこれら拮抗物質のｉ

ｎ  ｖｉｖｏ使用が可能となる。

      【０１２３】

  核酸の使用は更に、存在しうる受容体の多様性、及びＳＮＯＲＦ３６が要員で

ある受容体のファミリー内に存在する複数のサブタイプの解明を可能にする。

      【０１２４】

最終的に、本受容体は慢性及び急性炎症、関節炎、自己免疫疾患、移植拒絶、移

植体対宿主病、細菌、真菌、原虫及びウイルス感染症、敗血症、ＡＩＤＳ、疼痛

、（不安、抑鬱、精神分裂症、痴呆、精神遅滞、記憶喪失、癲癇、運動神経障害

、運動問題を含む）精神病及び神経障害、呼吸器障害、喘息、（肥満、大食い、

糖尿病、食欲不振を含む）摂食／体重障害、悪心、高血圧、低血圧、血管及び心

臓血管障害、虚血、卒中、癌、潰瘍、尿貯留、性／生殖障害、日周期リズム障害

、腎臓障害、骨粗鬆症を含む骨傷害、良性前立腺肥大、胃腸管傷害、鼻充血、疥

癬の様な皮膚疾患、アレルギー、パーキンソン病、アルツハイマー病、急性心不

全、狭心症、うわごと、ハンチントン病又はジル・ド・ラ・トューレット症候群

の様な運動異常症等の様な各種病理生理学的状態を治療するための薬剤、及びこ

れら状態に関する診断アッセイの設計に有益な道具として有用であると予想され

る。

      【０１２５】

  本受容体はさらに化学予防に適した薬剤の設計に関する有益な道具としても有

用であろう。

      【０１２６】

  細胞、例えば哺乳類細胞に核酸をトランスフェクションし、その細胞表面に受
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容体が発現される方法は当分野で良く知られている（例えばその開示はその全体

が参照され本明細書に取り込まれている米国特許第５，０５３，３３７号、第５

，１５５，２１８号、第５，３６０，７３５号、第５，４７２，８６６号、第５

，４７６，７８２号、第５，５１６，６５３号、第５，５４５，５４９号、第５

，５５６，７５３号、第５，５９５，８８０号、第５，６０２，０２４号、第５

，６３９，６５２号、第５，６５２，１１３号、第５，６６１，０２４号、第５

，７６６，８７９号、第５，７８６，１５５号、及び第５，７８６，１５７号を

参照）。

      【０１２７】

  この様なトランスフェクションされた細胞はまたＳＮＯＲＦ３６受容体に結合

する化合物ならびにこれら細胞内での機能的反応の活性化を活性化する又は阻害

する、従ってインビボで同様に作用する化合物を得ることを目的とした化合物の

試験及び化合物ライブラリーのスクリーニングにも使用できるだろう（例えばそ

の開示はその全体が参照され本明細書に取り込まれている米国特許第５，０５３

，３３７号、第５，１５５，２１８号、第５，３６０，７３５号、第５，４７２

，８６６号、第５，４７６，７８２号、第５，５１６，６５３号、第５，５４５

，５４９号、第５，５５６，７５３号、第５，５９５，８８０号、第５，６０２

，０２４号、第５，６３９，６５２号、第５，６５２，１１３号、第５，６６１

，０２４号、第５，７６６，８７９号、第５，７８６，１５５号、及び第５，７

８６，１５７号を参照）。

      【０１２８】

  本発明はさらに哺乳類受容体をコード化している核酸によりコード化される哺

乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合できる抗体を提供する。実施形態の一つでは、

哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体又はヒトＳＮＯＲＦ

３６ｂ受容体である。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はラットＳ

ＮＯＲＦ３６受容体である。

      【０１２９】

  本発明はまた哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への抗体の結合を競合的に阻害する

ことができる作用物質も提供する。実施形態の一つでは、抗体はモノクローナル
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抗体または抗血清である。

      【０１３０】

  ＳＮＯＲＦ３６受容体を目的としたアンチセンスオリゴヌクレオチド、抗体、

核酸プローブ及びトランスジェニック動物を調整する、および使用する方法は当

分野公知である。（例えばその開示はその全体が参照され本明細書に取り込まれ

ている米国特許第５，０５３，３３７号、第５，１５５，２１８号、第５，３６

０，７３５号、第５，４７２，８６６号、第５，４７６，７８２号、第５，５１

６，６５３号、第５，５４５，５４９号、第５，５５６，７５３号、第５，５９

５，８８０号、第５，６０２，０２４号、第５，６３９，６５２号、第５，６５

２，１１３号、第５，６６１，０２４号、第５，７６６，８７９号、第５，７８

６，１５５号、及び第５，７８６，１５７号を参照）。

      【０１３１】

  本発明は、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているＲＮＡに特異的に

ハイブリッド形成でき、そのようなＲＮＡの翻訳を阻止できる配列を有するアン

チセンスオリゴヌクレオチドを提供する。本発明は更に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体をコード化しているゲノムＤＮＡに特異的にハイブリッド形成でき、そのよ

うなゲノムＤＮＡの転写を阻止できる配列を有するアンチセンスオリゴヌクレオ

チドを提供する。実施形態の一つでは、オリゴヌクレオチドは化学的に修飾され

たヌクレオチド又はヌクレオチド類似体を備える。

      【０１３２】

  本発明はさらに本発明による核酸によりコード化される哺乳類ＳＮＯＲＦ３６

受容体に結合できる抗体を提供する。実施形態の一つでは、哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である

。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はラットＳＮＯＲＦ３６受容体

である。

      【０１３３】

  本発明はまた哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への本発明による抗体の結合を競合

的に阻害することができる作用物質も提供する。実施形態の一つでは、抗体はモ

ノクローナル抗体または抗血清である。
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      【０１３４】

  本発明はさらに（ａ）細胞膜を通過でき哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の発現を

減少させるのに有効である本発明によるオリゴヌクレオチドのある量、及び（ｂ

）細胞膜を通過できる製薬上許容され得る担体を備える薬学的組成物を提供する

。

      【０１３５】

  実施形態の一つでは、オリゴヌクレオチドはｍＲＮＡを不活性化する物質に結

合されている。別実施形態では、ｍＲＮＡを不活性化する物質はリボザイムであ

る。別実施形態では、製薬上許容され得る担体は、その構造に結合した後細胞に

より取り込まれることができる細胞上の哺乳類ＳＮＯＲＦ３５受容体に結合する

構造を含む。別実施形態では、製薬上許容され得る担体は、選択されたタイプの

細胞に特異的である哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に結合できる。

      【０１３６】

  本発明はまたヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体へ

のリガンドの結合を阻止することに有効な本発明による抗体のある量、及び製薬

上許容され得る担体を備える薬学的組成物も提供する。

      【０１３７】

  本発明はさらに本発明による哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮ

Ａを発現しているトランスジェニック型非ヒト哺乳類を提供する。本発明は未変

性の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体のノックアウトする相同的組み換えを含むトラ

ンスジェニック型非ヒト哺乳類を提供する。本発明は更に、そのゲノムが本発明

による哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡに相補的なアンチセン

スＤＮＡを備えるものであり、前記ＤＮＡが哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコー

ド化するｍＲＮＡと相補性でありそれにハイブリッド形成するアンチセンスｍＲ

ＮＡに転写される様にそのゲノム内に配置され、その結果それらｍＲＮＡの転写

及びそれら受容体の発現を低下せしめるものであるトランスジェニック型非ヒト

哺乳類を提供する。実施形態の一つでは、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード

化しているＤＮＡは更に誘導可能なプロモーターを含む。別実施形態では、哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化しているＤＮＡは更に組織特異的制御要素を
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備える。別実施形態では、トランスジェニック型非ヒト哺乳類はマウスである。

      【０１３８】

  本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体と特異的に結合する化合物を特定するた

めの工程にあって、該工程が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡ

を含み且つ哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をそれら細胞表面上に発現している細胞

にあって、前記細胞が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を正常に発現していない細胞

である細胞と前記化合物とを結合に関し好適である条件下に接触せしめること、

及び哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に対する化合物の特異的結合を検出することを

備える工程を提供する。本発明は更に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結

合する化合物を特定するための工程にあって、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコ

ード化するＤＮＡを含みそれら細胞表面上にそれを発現している細胞にあって哺

乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を正常には発現していない細胞からの膜標本を化合物

と結合に好適条件下に接触せしめることを、及び哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体へ

の化合物の特異的結合を検出することを備える工程を提供する。

      【０１３９】

  実施形態の一つでは、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受

容体又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体は、プラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆ（ＡＴ

ＣＣ受託番号２０３９７７）によりコード化されているヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受

容体と実質的に同一のアミノ酸配列を有する。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体は、プラスミドｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆ（ＡＴ

ＣＣ受託番号２０３９７６）によりコード化されているヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受

容体と実質的に同一のアミノ酸配列を有する。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体は図２Ａ－２Ｂ（配列番号２）または図４Ａ－４Ｃ（配列番号４）

に示されるものと実質的に同一のアミノ酸配列を有する。別実施形態では、哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体は図２Ａ－２Ｂ（配列番号２）または図４Ａ－４Ｃ（配

列番号４）に示されるものと同一のアミノ酸配列を有する。

      【０１４０】

  実施形態の一つでは、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はラットＳＮＯＲＦ３６受
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容体である。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体は、プラスミドｐＥ

ＸＪ．Ｔ７－ｒＳＯＮＲＦ３６－ｆ（ＡＴＣＣ特許寄託番号ＰＴＡ－１２１６）

によりコード化されているラットＳＮＯＲＦ３６受容体と実質的に同一のアミノ

酸配列を有する。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体は図１０Ａ－１

０Ｃ（配列番号８）に示されるものと実質的に同一のアミノ酸配列を有する。別

実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体は図１０Ａ－１０Ｃ（配列番号８）

に示されるものと同一のアミノ酸配列を有する。

      【０１４１】

  実施形態の一つでは、化合物は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結合が従来知

られていない。実施形態の一つでは、細胞は昆虫細胞である。実施形態の一つで

は、細胞は哺乳類細胞である。別実施形態では、細胞は非神経起源である。

      【０１４２】

別実施形態では、非神経細胞はＣＯＳ－７細胞、２９３ヒト胚性腎臓細胞、ＣＨ

Ｏ細胞、ＮＩＨ－３Ｔ３細胞、マウスＹ１細胞、又はＬＭ（ｔｋ－）細胞である

。別実施形態では、化合物は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結合が従来知られ

ていない化合物である。本発明は、本発明による前記工程により特定された化合

物を提供する。

      【０１４３】

  本発明はさらにまた、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合する化合物

を特定するための競合的結合を含む工程にあって、その細胞表面に哺乳類ＳＮＯ

ＲＦ３６受容体を発現している細胞にあって、正常には哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体を発現しない細胞に、受容体へのこれら化合物の好適結合条件下に化合物及

び受容体に結合することが既知である第二化合物の両方を接触せしめること、及

び第二化合物のみを接触せしめることを別々におこなう、及び哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体への化合物の特異的結合を検出すること、試験化合物存在時に哺乳類

ＳＮＯＲＦ３６受容体への第二化合物の結合低下がこれら化合物の哺乳類ＳＮＯ

ＲＦ３６受容体への結合を示す工程を提供する。

      【０１４４】

  本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合する化合物を特定するた
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めの競合的結合を含む工程にあって、その細胞表面に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体を発現している細胞にあって、正常には哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発現し

ない細胞より得た膜標本に、受容体へのこれら化合物の好適結合条件下に化合物

及び受容体に結合することが既知である第二化合物の両方を接触せしめること、

及び第二化合物のみを接触せしめることを別々におこなう、及び哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体への化合物の特異的結合を検出すること、試験化合物存在時に哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体への第二化合物の結合低下がこれら化合物の哺乳類ＳＮ

ＯＲＦ３６受容体への結合を示す工程を提供する。

      【０１４５】

  本発明の実施形態では、第二化合物はレチノイン酸誘導体である。レチノイン

酸誘導体の例にはオール－ｔｒａｎｓレチノイン酸（ＡＴＲＡ）、９－シス－レ

チナール、１３－シス－レチナール、及びオール－ｔｒａｎｓ－レチナールが含

まれるが、これに限定されない。

      【０１４６】

  実施形態の一つでは哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容

体又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体はラットＳＮＯＲＦ３６受容体である。別実施形態では、細胞は昆虫

細胞である。別実施形態では、細胞は哺乳類細胞である。別実施形態では、細胞

は非神経起源である。別実施形態では非神経細胞はＣＯＳ－７細胞、２９３ヒト

胚性腎臓細胞、ＣＨＯ細胞、ＮＩＨ－３Ｔ３細胞、マウスＹ１細胞、又はＬＭ（

ｔｋ－）細胞である。別実施形態では、化合物は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体へ

の結合は従来知られていない。発明は本発明による前記工程により特定された化

合物を提供する。

      【０１４７】

  本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合する化合物を特定するこ

とを目的とした哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結合が知られていない複数の化

合物をスクリーニングする方法にあって、（ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を

コード化するＤＮＡをトランスフェクションされた、又は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６

受容体を発現している細胞に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への特異的結合が既知
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である化合物を接触せしめること、（ｂ）工程（ａ）の細胞に哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体への特異結合が多数の化合物を、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結

合が既知である化合物の結合を許す条件の下に接触せしめること、（ｃ）複数の

化合物非存在時の結合に比べ、複数化合物存在時の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

への結合既知化合物の結合が低下するかを決定すること、及び低下した場合（ｄ

）複数の化合物内に含まれる各化合物の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結合を

別々にすること、を備える、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合する化

合物を特定する方法を提供する。

      【０１４８】

  本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合する化合物を特定するこ

とを目的とした哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結合が知られていない複数の化

合物をスクリーニングする方法にあって、（ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を

コード化するＤＮＡをトランスフェクションされた、又は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６

受容体を発現している細胞より得た膜標本に、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への

特異結合が多数の化合物を、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結合が既知である

化合物の結合を許す条件の下に接触せしめること、（ｂ）複数の化合物非存在時

の化合物結合に比べ、複数の化合物存在時の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結

合既知化合物の結合が低下するかを決定すること、及び低下した場合（ｃ）複数

の化合物内に含まれる各化合物の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結合を別々に

すること、を備える、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合する化合物を

特定する方法を提供する。

      【０１４９】

  実施形態の一つでは哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容

体又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体はラットＳＮＯＲＦ３６受容体である。別実施形態では、細胞は哺乳

類細胞である。別実施形態では、細胞は非神経起源である。別実施形態では非神

経細胞はＣＯＳ－７細胞、２９３ヒト胚性腎臓細胞、ＬＭ（ｔｋ－）細胞ＣＨＯ

細胞、マウスＹ１細胞、又はＮＩＨ－３Ｔ３細胞である。

      【０１５０】
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  本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するｍＲＮＡの存在を検出す

ることで哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の発現を検出する方法にあって、細胞から

全ｍＲＮＡを得ること、及び得られたｍＲＮＡを本発明による核酸プローブとハ

イブリッド形成条件下に接触せしめること、プローブにハイブリダイズしたｍＲ

ＮＡの存在を検出すること、及びそれにより細胞による哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体の発現を検出することを備える方法を提供する。

      【０１５１】

  本発明はさらに細胞表面上の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の存在を検出する方

法にあって、受容体への抗体の結合を許す条件下に、細胞に本発明による抗体を

接触せしめること、細胞に結合した抗体の存在を検出すること、及びそれにより

細胞表面上の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の存在を検出することを備える方法を

提供する。

      【０１５２】

  本発明はより更に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性レベルを変化させる生理

学的効果を決定する方法にあって、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体発現を制御する

誘導型プロモーターの使用によりその哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体活性のレベル

が変化する、本発明によるトランスジェニック型非ヒト哺乳類を作製することを

備える方法を提供する。

      【０１５３】

  本発明は更に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性レベルを変化させる生理学的

効果を決定する方法にあって、それぞれが異なる量の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体を発現している本発明によるトランスジェニック型非ヒト哺乳類のパネルを作

製することを備える方法も提供する。

      【０１５４】

  更に本発明は、異常を軽減できる拮抗物質を特定する方法にあって、前記異常

が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を低下させることで軽減されるものであり

、本発明によるトランスジェニック型非ヒト哺乳類に化合物を投与すること、及

び化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の過剰活性の結果としてトランスジェニ

ック型非ヒト哺乳類により提示される生理学的及び／又は行動学的異常を軽減す
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るかを決定することを備える、これら異常の軽減により化合物が拮抗物質である

ことを特定する方法を提供する。ある実施形態では哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である。別実施

形態では哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はラットＳＮＯＲＦ３６受容体である。発

明はまた本発明による上記方法により特定された拮抗物質も提供する。本発明は

さらに組成物、例えば本発明による拮抗物質及び担体、例えば製薬上許容され得

る担体を備える薬学的組成物を提供する。本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体

の活性を低下せしめることで異常が軽減される被験者の異常を治療する方法にあ

って、被験者に本発明による薬学的組成物の有効量を投与し、それにより異常を

治療することを備える方法を提供する。

      【０１５５】

  更に、本発明は異常が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を上昇させることで

軽減される被験者の異常を軽減できるアゴニストを特定する方法にあって、本発

明によるトランスジェニック型非ヒト哺乳類に化合物を投与すること、及び化合

物がトランスジェニック型非ヒト哺乳類により提示される生理学的及び／又は行

動学的異常を軽減するかを決定することを備える、これら異常の軽減により化合

物がアゴニストであることを特定する方法も提供する。ある実施形態では哺乳類

ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ

受容体である。別実施形態では哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はラットＳＮＯＲＦ

３６受容体である。発明はまた本発明による上記方法により特定されたアゴニス

トも提供する。本発明はさらに組成物、例えば本発明によるアゴニスト及び担体

、例えば製薬上許容され得る担体を備える薬学的組成物を提供する。

      【０１５６】

  本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を増加せしめることで異常が軽減

される被験者の異常を治療する方法にあって、被験者に本発明による薬学的組成

物の有効量を投与し、それにより異常を治療することを備える方法を提供する。

      【０１５７】

  より具体的には、本発明は以下を含む特異的哺乳類対立遺伝子の活性に関連す

る病気に関する素因を診断する方法を提供する：（ａ）障害を有する被験者のＤ
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ＮＡを得ること、（ｂ）ＤＮＡを制限酵素のパネルを使い制限酵素消化すること

、（ｃ）得られたＤＮＡ断片を分子量分析用ゲル上に電気泳動的に分離すること

、（ｄ）得られたゲルを哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している核酸分

子の配列内に含まれる特異的配列と特異的にハイブリッド形成でき、且つ検出可

能なマーカーにより標識された核酸プローブと接触せしめること、（ｅ）哺乳類

ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡにハイブリダイズした標識されたバ

ンドを検出し、病気にかかった被験者のＤＮＡに特異的な特有バンドパターンを

作製すること、（ｆ）病気にまだ罹っていない被験者より診断を目的に得たＤＮ

Ａについての工程（ａ）－（ｅ）を栗消すこと、及び（ｇ）工程（ｅ）から得た

障害を有する被験者のＤＮＡに特異的な特有バンドパターンとまだ障害を有さな

い被験者に関する工程（ｆ）からのバンドパターンを比較し、パターンが同一で

あるか又は異なっているかを決定し、それによりパターンが同一の場合に病気に

関する素因を診断する。

      【０１５８】

  実施形態の一つでは、病気は診断対象の特異的哺乳類対立遺伝子の活性に関連

する病気である。

      【０１５９】

  本発明はまた本発明による精製哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を調整する方法に

あって、（ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発現する細胞を培養すること、（

ｂ）細胞から哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を回収すること、及び（ｃ）回収され

た哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を精製することを備える方法も提供する。

      【０１６０】

  本発明は更に本発明による精製哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を調整する方法に

あって、（ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するック酸を好適発現ベ

クターに挿入すること、（ｂ）得られたベクターを好適宿主細胞に導入すること

、（ｃ）得られた宿主細胞を哺乳類ＳＮＯＲＦ３６産生を可能せしめる好適条件

下に置くこと、（ｄ）産生された哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を回収すること、

及び（ｅ）回収された哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を単離及び／又は精製するこ

とを備える方法を提供する。
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      【０１６１】

  更に本発明は化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体アゴニストであるかを決定

することにあって、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡがトラン

スフェクションされこれを発現している細胞を化合物と、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６

受容体の活性化を可能せしめる条件下に接触せしめること、及び哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体活性の増加を検出することを備え、それにより化合物が哺乳類ＳＮ

ＯＲＦ３６受容体アゴニストであるかを決定することを提供する。

      【０１６２】

  更に本発明は化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体拮抗物質であるかを決定す

ることにあって、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡがトランス

フェクションされこれを発現している細胞を化合物と、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体の活性化を可能せしめる条件下に接触せしめること、及び哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体活性の低下を検出することを備え、それにより化合物が哺乳類ＳＮＯ

ＲＦ３６受容体拮抗物質であるかを決定することを提供する。

      【０１６３】

  ある実施形態では哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体

又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である。別実施形態では哺乳類ＳＮＯＲＦ３６

受容体はラットＳＮＯＲＦ３６受容体である。

      【０１６４】

  本発明はさらにまた組成物、例えば薬学的組成物にあって、哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体の活性増加に有効な量の本発明の工程により決定された哺乳類ＳＮＯ

ＲＦ３６受容体拮抗物質、及び担体、例えば製薬上許容され得る担体を備える薬

学的組成物を提供する。実施形態の一つでは、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体アゴ

ニストは従来知られていない。

      【０１６５】

  また本発明は組成物、例えば薬学的組成物にあって、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体の活性増加に有効な量の本発明の工程により決定された哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体拮抗物質、及び担体、例えば製薬上許容され得る担体を備える薬学的組

成物を提供する。実施形態の一つでは、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体拮抗物質は
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従来知られていない。

      【０１６６】

  本発明は更に化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合するか、そ

して活性化するかを決定することにあって、第二メッセンジャー反応を生じ、そ

の細胞表面に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発現している細胞にあって、正常に

は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発現していない細胞に化合物を哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体の活性化に好適条件下に接触せしめること、及び化合物存在下及び

非存在下にて第二メッセンジャー反応を測定することを備え、化合物存在下での

第二メッセンジャーの変化、例えば増加することが化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体を活性化することを示す工程を提供する。

      【０１６７】

  実施形態の一つでは、第二メッセンジャー反応は塩素イオンチャネル活性化を

含み、第二メッセンジャー反応の変化は塩素イオン流のレベル増加である。別の

実施形態では、第二メッセンジャー反応は細胞内カルシウムレベルの変化を含み

、第二メッセンジャー反応の変化は細胞内カルシウム測定値の上昇である。別実

施形態では、第二メッセンジャー反応はイノシトールリン酸の放出を含み、第二

メッセンジャーの変化はイノシトールリン酸のレベル上昇である。別実施形態で

は、第二メッセンジャー反応はアラキドン酸の放出を含み、第二メッセンジャー

の変化はアラキドン酸レベルの上昇である。更に別の実施形態では、第二メッセ

ンジャー反応はＧＴＰγＳリガンド結合を備え、第二メッセンジャーの変化はＧ

ＴＰγＳリガンド結合の増加である。別実施形態では、第二メッセンジャー反応

はＭＡＰキナーゼの活性化を含み、第二メッセンジャーの変化はＭＡＰキナーゼ

活性化の上昇である。更に別の実施形態では、第二メッセンジャー反応はｃＡＭ

Ｐ蓄積を含み、第二メッセンジャーの変化はｃＡＭＰ蓄積の減少である。

      【０１６８】

  本発明はさらに化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的に結合し、その

活性を阻害するかを決定することにあって、第二メッセンジャー反応を生じその

細胞表面上に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発現している細胞であって、正常に

は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を発現しない細胞に、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容
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体の活性化に好適な条件の下、化合物及び哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化

することが既知である第二化合物の両方を接触せしめること、及び第二化合物の

みを接触せしめること、及び第二化合物及び化合物の両方が存在する条件下での

第二メッセンジャー反応を測定することを備え、第二化合物のみ存在する場合に

比べ化合物及び第二化合物の両方が存在する場合の第二メッセンジャー反応の変

化、例えば増加がより小さいことが化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性

化を阻害することを示す工程を提供する。

      【０１６９】

  本発明の実施形態では、第二化合物はレチノイン酸誘導体である。レチノイン

酸誘導体の例にはオール－ｔｒａｎｓレチノイン酸（ＡＴＲＡ）、９－シス－レ

チナール、１３－シス－レチナール、及びオール－ｔｒａｎｓ－レチナールが含

まれるがこれに限定されない。

      【０１７０】

  実施形態の一つでは、第二メッセンジャー反応は塩素イオンチャネル活性化を

含み、第二メッセンジャー反応の変化は第二化合物のみ存在する場合に比べ化合

物及び第二化合物の両方が存在する場合の塩素イオン流のレベル増加がより小さ

いことである。別の実施形態では、第二メッセンジャー反応は細胞内カルシウム

レベルの変化を含み、第二メッセンジャー反応の変化は第二化合物のみ存在する

場合に比べ化合物と第二化合物の両方が存在する場合の細胞内カルシウム測定値

の上昇が小さいことである。別実施形態では、第二メッセンジャー反応はイノシ

トールリン酸の放出を含み、第二メッセンジャーの変化は第二化合物のみ存在す

る場合に比べ化合物と第二化合物の両方が存在する場合のイノシトールリン酸の

レベル上昇がより小さいことである。

      【０１７１】

  別の実施形態では、第二メッセンジャー反応はＭＡＰキナーゼの活性化を含み

、第二メッセンジャーの変化は第二化合物のみ存在する場合に比べ化合物と第二

化合物の両方が存在する場合のＭＡＰキナーゼ活性化の上昇がより小さいである

。更に別の実施形態では、第二メッセンジャー反応はｃＡＭＰレベルの変化を含

み、第二メッセンジャーの変化は第二化合物のみ存在する場合に比べ化合物と第
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二化合物の両方が存在する場合のｃＡＭＰレベルの変化がより小さいことである

。別実施形態では、第二メッセンジャー反応はアラキドン酸の放出を含み、第二

メッセンジャーの変化は第二化合物のみ存在する場合に比べ化合物と第二化合物

の両方が存在する場合のアラキドン酸レベルの上昇である。更に別の実施形態で

は、第二メッセンジャー反応はＧＴＰγＳリガンド結合を備え、第二メッセンジ

ャーの変化は第二化合物のみ存在する場合に比べ化合物と第二化合物の両方が存

在する場合のＧＴＰγＳリガンド結合の増加がより小さいことである。

      【０１７２】

  実施形態の一つでは哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容

体又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体はラットＳＮＯＲＦ３６受容体である。別実施形態では、細胞は昆虫

細胞である。別実施形態では、細胞は哺乳類細胞である。別実施形態では、細胞

は非神経起源である。別実施形態では非神経細胞はＣＯＳ－７細胞、ＣＨＯ細胞

、２９３ヒト胚性腎臓細胞、ＮＩＨ－３Ｔ３細胞、又はＬＭ（ｔｋ－）細胞であ

る。別実施形態では、化合物は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結合は従来知ら

れていない。発明は本発明による前記工程により特定された化合物を提供する。

      【０１７３】

  更に本発明は本発明による工程により決定された化合物、及び組成物、例えば

薬学的組成物にあって、本発明の工程により哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性

増加に有効であることが決定された哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体アゴニストのあ

る量、及び担体、例えば製薬上許容され得る担体とを備える組成物を提供する。

実施形態の一つでは、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体アゴニストは従来知られてい

ない。

      【０１７４】

  更に本発明は本発明による工程により決定された化合物、及び組成物、例えば

薬学的組成物にあって、本発明の工程により哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性

低下に有効であることが決定された哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体拮抗物質のある

量、及び担体、例えば製薬上許容され得る担体とを備える組成物を提供する。実

施形態の一つでは、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体拮抗物質は従来知られていない
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。

      【０１７５】

  本発明はより具体的には、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化する化合物を

特定することを目的とした哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を活性化することが知ら

れていない複数の化合物をスクリーニングする方法にあって、（ａ）哺乳類ＳＮ

ＯＲＦ３６受容体をコード化するＤＮＡをトランスフェクションされ哺乳類ＳＮ

ＯＲＦ３６受容体を発現している細胞に、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への特異

結合が多数の化合物を、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体への結合が既知である化合

物の結合を許す条件の下に接触せしめること、（ｂ）１つ以上の化合物が存在す

る場合に哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性が増加するか決定すること、及び増

加した場合に（ｃ）複数の化合物内に含まれる化合物による哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体の活性化を別々にすること、を備える、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体を

活性化する化合物を特定する方法を提供する。

      【０１７６】

  実施形態の一つでは哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容

体又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体はラットＳＮＯＲＦ３６受容体である。

      【０１７７】

  本発明は哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を阻害する化合物を特定すること

を目的とした哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性を阻害することが知られていな

い複数の化合物をスクリーニングする方法にあって、（ａ）哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体をコード化するＤＮＡをトランスフェクションされ哺乳類ＳＮＯＲＦ３

６受容体を発現している細胞に、既知哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体アゴニスト存

在下に複数の化合物を、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体の活性化を許す条件下に接

触せしめること、（ｂ）１つ以上の化合物非存在時の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体活性化の程度または大きさに比べ、１つ以上の化合物存在時の哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体の活性化の強さ又は大きさが低下するかを決定すること、及び低下

した場合（ｃ）複数の化合物内に含まれる各化合物が哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体の活性を阻害するか別々にすること、を備える、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体
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の活性化を阻害する化合物を特定する方法を提供する。

      【０１７８】

  実施形態の一つでは哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容

体又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である。別実施形態では、哺乳類ＳＮＯＲＦ

３６受容体はラットＳＮＯＲＦ３６受容体である。別実施形態では、細胞は哺乳

類細胞である。別実施形態では、細胞は非神経起源である。別実施形態では非神

経細胞はＣＯＳ－７細胞、２９３ヒト胚性腎臓細胞、ＬＭ（ｔｋ－）細胞又はＮ

ＩＨ－３Ｔ３細胞である。

      【０１７９】

  本発明はまた組成物、例えば薬学的組成物にあって、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受

容体活性増加に有効な量の本発明による方法にて特定された化合物、及び担体、

例えば製薬上許容され得る担体を備える薬学的組成物も提供する。

      【０１８０】

本発明は更に組成物、例えば薬学的組成物にあって、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容

体活性低下に有効な量の本発明による方法にて特定された化合物、及び担体、例

えば製薬上許容され得る担体を備える薬学的組成物も提供する。

      【０１８１】

  更に、本発明は被験者の異常を治療する方法にあって、前記異常が哺乳類ＳＮ

ＯＲＦ３６受容体の活性を増加させることで軽減されるものであり、該被験者に

該異常の治療に有効な量の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体アゴニストである化合物

を投与することを備える方法を提供する。実施形態の一つでは異常はステロイド

ホルモン疾患、エピネフィリン放出障害、胃腸管病、心臓血管病、電解質平衡障

害、高血圧、糖尿病、呼吸障害、喘息、生殖機能障害、免疫疾患、内分泌疾患、

筋肉骨格障害、神経内分泌疾患、認識障害、記憶障害、体感覚及び神経伝達障害

、代謝疾患、運動強調障害、感覚統合障害、運動統合障害、ドーパミン作動性機

能障害、食欲不振または肥満の様な食欲障害、感覚伝達障害、薬物依存症、臭覚

異常、自律神経系障害、疼痛、神経精神障害、情緒障害、偏頭痛、日周期障害、

視覚障害、排尿障害、血液凝固関連疾患、発達障害、または虚血性再灌流傷害関

連病の制御である。
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      【０１８２】

  本発明の更なる実施形態では、異常は妊娠異常、不眠症の様な睡眠障害、時差

ボケ関連状態、メラトニン放出関連障害、及び脈絡膜機能関連障害である。

      【０１８３】

本発明は更に被験者の異常を治療する方法にあって、前記異常が哺乳類ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体の活性を低下させることで軽減されるものであり、該被験者に該異

常の治療に有効な量の哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体拮抗物質である化合物を投与

することを備える方法を提供する。実施形態の一つでは異常はステロイドホルモ

ン疾患、エピネフィリン放出障害、胃腸管病、心臓血管病、電解質平衡障害、高

血圧、糖尿病、呼吸障害、喘息、生殖機能障害、免疫疾患、内分泌疾患、筋肉骨

格障害、神経内分泌疾患、認識障害、記憶障害、体感覚及び神経伝達障害、代謝

疾患、運動強調障害、感覚統合障害、運動統合障害、ドーパミン作動性機能障害

、食欲不振または肥満の様な食欲障害、感覚伝達障害、薬物依存症、臭覚異常、

自律神経系障害、疼痛、神経精神障害、情緒障害、偏頭痛、日周期障害、視覚障

害、排尿障害、血液凝固関連疾患、発達障害、または虚血性再灌流傷害関連病の

制御である。

      【０１８４】

  本発明の更なる実施形態では、異常は妊娠異常、不眠症の様な睡眠障害、時差

ボケ関連状態、メラトニン放出関連障害、及び脈絡膜機能関連障害である。

      【０１８５】

  本発明はまた哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体に特異的結合する物質の組成物を作

製する工程にあって、本発明による工程を使用し化合物を特定すること、次に化

合物又はその新規構造及び機能類似体又は相同体を合成することを含む工程も提

供する。実施形態の一つでは、哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒト哺乳類ＳＮＯ

ＲＦ３６ａ受容体又はヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体である。別実施形態では哺乳

類ＳＮＯＲＦ３６受容体はラットＳＮＯＲＦ３６受容体である。

      【０１８６】

  本発明は更に組成物、例えば薬学的組成物を調整する工程にあって、担体、例

えば製薬上許容され得る担体、及び本発明による工程により特定された化合物又
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はその新規構造的及び機能的類似体又は相同体の医薬品として有効な量とを混合

することを含む薬学的組成物を調整する工程を提供する。実施形態の一つでは、

哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はヒト哺乳類ＳＮＯＲＦ３６ａ受容体又はヒトＳＮ

ＯＲＦ３６ｂ受容体である。別実施形態では哺乳類ＳＮＯＲＦ３６受容体はラッ

トＳＮＯＲＦ３６受容体である。

      【０１８７】

  即ち、標的とする受容体サブタイプの遺伝子がクローン化されそれがレシピエ

ント細胞内に配置されると、細胞はその表面に標的受容体サブタイプを発現する

。この細胞は標的ヒト受容体サブタイプの単一集団を発現しており、その後継代

され細胞株が確立される。この細胞株は薬物発見システムを構成しており、２種

類のアッセイ：結合アッセイ及び機能的アッセイに使用される。結合アッセイで

は、特定薬物発見プログラムの標的である受容体サブタイプと副作用に関係する

であろうその他の受容体サブタイプの両方に関する化合物の親和性が測定される

。これらの測定により化合物の効力、及び他の受容体サブタイプに比べた場合の

化合物の持つ標的受容体サブタイプに対する選択性の程度を推測することができ

る。結合アッセイのデータはまた最適治療効果を目的として、化学者に適宜１つ

以上の関連サブタイプに近い、又は遠い化合物を設計させることができる。機能

的アッセイでは、化合物に対する受容体サブタイプの反応の性質が決定される。

機能的アッセイからのデータは、化合物が受容体サブタイプの活性を阻害するか

又は促進するかを示し、即ち薬理学者による彼らが目的とするヒト受容体サブタ

イプに関する化合物の迅速評価を可能にし、化学者に既存薬物に比べより効果的

であり、そして重度の副作用が殆ど無いか又は実質的に少ない薬物を合理的に設

計させることができる。

      【０１８８】

  受容体サブタイプ選択的化合物を設計し合成する方法は良く知られており、伝

統的医化学及びより新規技術であるコンビナトリアル化学を含むが、共にコンピ

ューター支援分子モデリングにより支援される。これらの方法により、化学者及

び薬理学者はかれらの標的受容体サブタイプの構造と受容体サブタイプへの結合

及び／又は活性化を活性化する又は阻害することが決定された化合物に関する知
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識を利用し、これら受容体サブタイプに対し活性を有するであろう構造体を設計

し、そして合成する。

      【０１８９】

  コンビナトリアル化学は化学的構築ブロックの各種組合せを利用しそれらを組

み立てることによる各種新規化合物の自動化合成を含む。コンビナトリアル化学

の利用は化合物作製の工程を大きく加速する。得られた化合物のアレイはライブ

ラリーと呼ばれ、問題のレセプターに十分なレベルの活性を示す化合物（「リー

ド化合物」）のスクリーニングに使用される。コンビナトリアル化学を利用する

ことで、問題の標的受容体を強く目指した化合物の集まりである「フォーカスド

」ライブラリーを合成することができる。

      【０１９０】

  一度リード化合物が合成されると、コンビナトリアル化学または伝統的な医化

学もしくはその他を使用して各種相同体及び類似体が調整され、化学構造と生物

学的又は機能的活性間の関連性の理解が促進される。これら研究は構造活性連関

を規定し、次にこれは効力、選択性及び薬物動態特性が向上した薬物の設計に利

用される。コンビナトリアル化学はまたリードの最適化を目的とした各種構造体

の迅速作製にも利用される。伝統的医化学は一度に一つの化合物の合成を含むが

、この方法は更なる改善、及び自動化技術により得ることができない化合物の作

製にも使用される。一度これら薬物が規定されると、医薬品及び化学産業にて利

用されている標準的な製造方法論を用い生産はスケールアップされる。

      【０１９１】

  実験の詳細

  材料および方法

  ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体の団件の同定

  ヒト胎盤ゲノムファージライブラリー（２．７５百万組換え体、ストラタジー

ン、カリフォルニア州ラホーラ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，ＬａＪｏｌｌａ，ＣＡ

））を、ヒトのセロトニン５－ＨＴ１Ｄ受容体の膜貫通（ＴＭ）ドメインＩＩＩ

、ＶおよびＶＩに対して設計された３２Ｐ標識オリゴヌクレオチドプローブＲＷ

７６、ＲＷ７７、ＲＷ９６、ＲＷ９７、ＲＷ９８およびＲＷ９９を用いてスクリ
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ーニングした。重複オリゴヌクレオチドプローブを、ＤＮＡポリメラーゼＩ（ク

レノー断片）および［α－３２Ｐ］αＡＴＰ／ｄＣＴＰで標識した。

      【０１９２】

  プレートのニトロセルロースフィルター上張りのハイブリッド形成を、低緊縮

で行った：２５％ホルムアミドを含む溶液中４０℃、５×ＳＳＣ（１×ＳＳＣは

、０．１５Ｍ塩化ナトリウム、０．０１５Ｍクエン酸ナトリウム）、１×デンハ

ード溶液（０．０２％ポリビニルピロリジドン、０．０２％フィコール、０．０

２％ウシ血清アルブミン）、７ｍMトリスおよび２５μｇ／ｍｌ音波処理サーモ

ン精子ＤＮＡ。フィルターを、４０℃で、０．１％ドデシル硫酸ナトリウムを含

む０．１×ＳＳＣで洗浄し、そして増感板の存在下でコダックＸＡＲフィルムに

－７０℃で露出させた。

      【０１９３】

  プレート１０上の陽性シグナルを、二次プレート採取で単離した。この陽性の

ものから単離されたＤＮＡのＨｉｎｄＩＩＩ／ＸｂａＩ消化物から得られた２．

３ｋｂ断片を、サザンブロット分析によって同定し、ｐＵＣ１８（ジブコ・ＢＲ

Ｌ、メリーランド州ゲーサーズバーグ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ，Ｇａｉｔｈｅｒｓ

ｂｕｒｇ，ＭＤ））にサブクローニングし、そしてそれを使用して、大腸菌（イ

ー．コリ）ＸＬ１ブルー細胞（ストラタジーン、カリフォルニア州ラホーラ）を

形質転換させた。１つの形質転換体から得たプラスミドＤＮＡ、Ｋ３９を、シー

ケナーゼ（ＵＳ・バイオケミカル・コープ．、オハイオ州クレーブランド（ＵＳ

  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．，Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ，ＯＨ））を使用して

、変性二本鎖プラスミドテンプレート上のサンガーのジデオキシヌクレオチド鎖

終結法（Ｓａｎｇｅｒら、１９７７年）を使用して配列決定した。Ｋ３９の配列

の分析は、アドレナリン作動性受容体に最高の相同性を示す新規ＧＰＣＲのＴｍ

のＩＩＩおよびＴＶを示した。

      【０１９４】

  全長のヒトＳＮＯＲＦ３６受容体の単離

  全長のＳＮＯＲＦ３６受容体を単離するために、ヒト海馬ｃＤＮＡライブラリ

ーのプールを、Ｋ３９特異的プライマーであるＴ６０４、およびベクタープライ
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マーであるＴ９４またはＫ３９特異的プライマーであるＴ６０３のいずれかを使

用してポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によってスクリーニングした。以下のプ

ロコトルを用いて、ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ（ロッシュ・モレキュラー・バイ

オケミカルズ、インディアナ州インディアナポリス（Ｒｏｃｈｅ  Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒ  Ｂｉｏｃｈｍｉｃａｌｓ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ））を用い

てＰＣＲを行った：９４℃で５分間維持；９４℃で２分間、７２℃で４分間の４

０サイクル；７２℃で１０分間維持；サンプルがゲル上で移動されるまで４℃で

維持。Ｋ３９特異的オリゴヌクレオチドプローブであるＴ６０５を用いて、２つ

の陽性プールから単離されたコロニーの高緊縮ハイブリッド形成、および陽性コ

ロニーの連続ＰＣＲ試験で、ＴＬ２５２と称される単独の陽性クローンの単離を

生じた。ＴＬ２５２の配列の分析は、それが、ＴＭＩ－ＴＭＶＩＩを含有するが

、ＮＨ２およびＣＯＯＨ末端は見当たらないことを示した。

      【０１９５】

  ＳＮＯＲＦ３６のＣＯＯＨ末端を単離するために、ｃＤＮＡエンド（ＲＡＣＥ

）の３’高速増幅を、クローンテック・マラソンのｃＤＮＡ増幅キット（クロー

ンテック、カリフォルニア州パロアルト（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐｏｌａ  Ａｌｔ

ｏ，ＣＡ））を用いて行った。供給者のプロコトルを用いて、マラソンのアダプ

ターを、ヒト海馬ポリＡ＋ＲＮＡから製造されたｄｓ  ｃＤＮＡに連結された。

最初のＰＣＲを、供給者のアダプター・プライマー１、およびＴＬ２５２のＴＭ

Ｖ１から得られる順行プライマーであるＡ４８を用いて行った。２μｌのこの最

初のＰＣＲ反応液を、アダプター・プライマー２、およびＴＭＶ１から得られる

順行プライマーであるＡ４９を用いて再増幅させた。ＰＣＲを、以下の条件下で

アドバンテージ・クレンタック・ポリメラーゼ（クローンテック、カリフォルニ

ア州パロアルト）を用いて行った：９４℃で３０秒；９４℃で３０秒間、６８℃

で４分間の３０サイクル；および生成物が、分析の準備ができるまで４℃で維持

した。１．５ｋｂ断片を、ＱＩＡＱＵＩＣＫゲル抽出キット（キアゲン、カリフ

ォルニア州チャッツワース（ＱＵＩＡＧＥＮ，Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ，ＣＡ））

を用いてアガロースＴＡＥゲルから単離させ、そしてＴＡクローニングベクター

（インビトロゲン、カリフォルニア州サンディエゴ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｓ
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ａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ））にサブクローニングさせた。１つの形質転換体ＡＢ

２５を、ＡＢＩビッグ・ダイのサイクル配列決定プロコトルおよびＡＢＩ３７７

シーケンサー（ＡＢＩ、カリフォルニア州フォスター・シティー（Ｆｏｓｔｅｒ

  Ｃｉｔｙ，ＣＡ））を用いて配列決定した。配列を、ウィスコンシン・パッケ

ージ（ＧＣＧ、ジェネティック・コンピューター・グループ、ウィスコンシン州

マディソン（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ））を用いて分析した。ＡＢ２５の配列の分

析は、ＣＯＯＨ末端および終止コドンを、ＴＭＶＩＩからおよそ３５０ｐｂ下に

示した。

      【０１９６】

  全長ＳＮＯＲＦ３６ｃＤＮＡを見つけ出すために、ヒト海馬ｃＤＮＡライブラ

リーのプールを、エクスパンド・ロング・テンプレートＰＣＲシステム（ベーリ

ンガー－マンハイム、インディアナ州インディアナポリス）を用いて、ＴＬ２５

２特異的プライマーＢＢ７８８およびＢＢ７８９を用いたＰＣＲによってスクリ

ーニングした。ＰＣＲ増幅についての条件は、以下のとおりであった：９４℃で

５分間維持；９４℃で３０秒間、６８℃で２分間の４０サイクル；６８℃で５分

間維持；生成物が、アガロースゲル電気泳動の準備ができるまで４℃で維持。こ

のスクリーンは、３つの陽性プールを生じた。［γ－３２Ｐ］－ＡＴＰ標識ＳＯ

ＲＦ３６特異的プローブ（ＢＢ７９１）を用いて、これらのプールの２つから単

離したコロニーの連続高緊縮ハイブリッド形成は、２つの陽性の個別コロニー２

６０．１３．１および２４３．３３．３の同定を生じた。これらのコロニーの配

列決定は、それらが、一致し、そして３’末端で全長であることを示した。しか

し、これらのクローンが、ＴＭＩの上流にある程度の配列を含む一方で、それら

は、開始のメチオニンを含まなかった。さらに、これらのクローンは両方とも、

ＴＬ２５２に存在しない第一の細胞内ループ中の１１アミノ酸挿入物を含有した

。

      【０１９７】

  ＮＨ２末端配列を同定するために、５’ＲＡＣＥを、マラソンｃＤＮＡ増幅キ

ットのプロコトルにしたがって、マラソン－レディー・ヒト海馬ｃＤＮＡ（クロ

ーンテック、カリフォルニア州パロアルト）で行った。最初のＰＣＲを、供給者
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のアダプター・プライマー１、および２６０．１３．１の第二の細胞内ループか

ら得られる逆行プライマーであるＢＢ７９８を用いて行った。１μｌのこの最初

のＰＣＲ反応液を、アダプター・プライマー２、およびＴＭＩから得られる逆行

プライマーであるＢＢ７９７を用いて再増幅させた。ＰＣＲを、以下の条件下で

アドバンテージ・クレンタック・ポリメラーゼ（クローンテック、カリフォルニ

ア州パロアルト）を用いて行った：９４℃で３０秒；９４℃で３０秒間および７

２℃で３分間の５サイクル；９４℃で３０秒間および７０℃で３分間の５サイク

ル；９４℃で３０秒間および６８℃で３分間の２３サイクル（最初のＰＣＲ）ま

たは２０サイクル（入れ子状態のＰＣＲ）；６８℃で７分間維持；および生成物

が、分析の準備ができるまで４℃で維持。５００ｂｐ断片を、ＱＵＩＡＱＵＩＣ

Ｋゲル抽出キット（キアゲン、カリフォルニア州チャッツワース）を用いて１％

アガロースＴＡＥゲルから単離し、そして上に記述されるとおり、ＡＢＩ３７７

シーケンサーおよびビッグダイの終止サイクル配列決定を用いて配列決定した。

この配列の分析は、ＮＨ２末端が、ＴＭＩから上流に、２メチオニン７１および

５２アミノ酸を含むことを示した。

      【０１９８】

  ＳＮＯＦＲ３６ａについての全長ｃＤＮＡクローン（１１アミノ酸挿入物なし

に）を、以下のとおりに構築させた。エクスパンド・ロング・テンプレートＰＣ

Ｒシステム（ロッシュ・モレキュラー・バイオケミカルズ、インディアナ州イン

ディアナポリス）、およびＢａｍＨＩ制限部位を組込む５’ＵＴから得られる順

行プライマーＢＢ８１２、および第三の細胞外ループから得られる順行プライマ

ーであるＢＢ８１３を用いて、ｃＤＮＡの５’末端を、海馬および下垂体ｃＤＮ

Ａから増幅させた。ＰＣＲ増幅についての条件は、以下のとおりであった：９４

℃で５分間維持；９４℃で３０秒間の３７サイクル；６８℃で２．５分間；６８

℃で７分間維持；生成物が、アガロースゲル電気泳動の準備ができるまで４℃で

維持。９個の独立のＰＣＲ反応から得た１０５０ｂｐを、１％アガロースゲルか

ら切断し、キアクイックゲル抽出キット（キアゲン、カリフォルニア州チャッツ

ワース）を用いて精製し、ＴＡクローニングのベクター（インビトロゲン、カリ

フォルニア州サンディエゴ）にサブクローニングさせ、そしてＡＢＩビッグダイ
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のサイクル配列決定プロコトルおよびＡＢＩ３７７シーケンサー（ＡＢＩ、カリ

フォルニア州フォスター・シティー）を用いて配列決定した。これらの配列の分

析は、対立遺伝子変動の存在を示した。ヌクレオチド３９（図１Ａ－Ｃおよび３

Ａ－Ｃ）は、アデニンまたはグアニンのいずれかである。これらのＰＣＲ産物の

１つＦ９は、単独の保存的ヌクレオチド変化を除いては共通配列に適合する。そ

の後、Ｆ９から得た１０２１ｂｐＢａｍＨＩ／ＢｇｌＩ断片を、ヒト海馬ライブ

ラリープール２６０．１３．１から得た１１８０ｐｂＢｇｌＩＩ／ＥｃｏＲＩ断

片と一緒に、ＢａｍＨＩ／ＥｃｏＲＩ切断ｐｃＤＮＡ３．１（インビトロゲン、

カリフォルニア州サンディエゴ）に連結させ、そしてこの構築物を、ＢＯ１０８

と命名した。ＰＣＲ断片によって導入された単独の点突然変異を、ＢＢ９２６お

よびＢＢ９２７および製造業者の指示を用いて、クイックチェンジ部位特異的突

然変異誘発キット（ストラタジーン、カリフォルニア州ラホーラ）で修正した。

生じたＳＮＯＲ３６ａ構築物ＢＯ１０９を、上に記述されるとおり両方の鎖で配

列決定した。このクローンを、ｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆと改

めて命名した。ＳＮＯＲＦ３６ｂについての全長のクローン（１１アミノ酸挿入

物を有する）を、以下のとおりに構築した。ＢＯ１０８を、ＴＭＩ中の順行プラ

イマーであるＢＢ７９６、およびＨｉｎｄＩＩＩ部位をも組込む終止コドンでの

逆行プライマーであるＢＢ９３６で増幅することにより、以下のプロコトルを用

いて、１２６０ｂｐ断片を得た：９４℃で５分間維持；９４℃で３０秒間の３２

サイクル；６８℃で２．５分間；６８℃で７分間維持；生成物が、アガロースゲ

ル電気泳動の準備ができるまで４℃で維持。このＰＣＲ産物から得られる１１３

０ｂｐＮｓｐＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ断片、および上に記述されるＢＢ８１２－ＢＢ

８１３ＰＣＲから得られるＰＣＲ産物である、Ｋ８１から得られる３９０ｂｐＢ

ａｍＨＩ／ＮｓｐＩ断片を、ＢａｍＨＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ切断ｐｃＤＮＡ３．１

（インビトロゲン、カリフォルニア州サンディエゴ）に連結させた。生じるＳＮ

ＯＲＦ３６ｂ構築物ＢＯ１１０を、上に記述されるとおり、両方の鎖で配列決定

した。このクローンを、ｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ｂ－ｆと改めて命

名した。

      【０１９９】
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  ＳＮＯＲＦ３６のラット相同の断片の単離

  ラット相同性ＳＮＯＲＦ３６の断片を得るために、１００ｎｇのラットゲノム

ＤＮＡ（クローンテック、カリフォルニア州パロアルト）を、ヒトＳＮＯＲＦ３

６のＴＭＩＩＩに対応する順行ＰＣＲプライマーであるＢＢ７８８、およびヒト

ＳＮＯＲＦ３６のＴＭＶに対応する順行プライマーであるＢＢ１０９７で増幅し

た。以下の条件下で、エクスパンド・ロング・テンプレートＰＣＲシステム（ロ

ッシュ・モレキュラー・バイオケミカルズ）を用いて、ＰＣＲを行った：９４℃

で３０秒；４５℃または５０℃で４５秒、それぞれ９４℃で５分間および６８℃

で７分の前－および後－インキュベーションしなから、４０サイクルの間６８℃

で１．５分間。７つの独立のＰＣＲ反応から得た８００ｂｐのバンドを、ＴＡＥ

ゲルから単離し、キアクイックゲル抽出キット（キアゲン、カリフォルニア州チ

ャッツワース）を用いて精製し、そして上に記述のとおり両方の鎖について配列

決定した。この配列の分析は、第二の細胞外ループにイントロンを示した。７つ

の配列のコンセンサスを使用して、順行および逆行ＰＣＲプライマー（ＢａｍＨ

Ｉ制限部位をも組込むＢＢ１１８２、およびＨｉｎｄＩＩＩ部位をも組込むＢＢ

１１８３）を設計し、そしてそれを使用して、以下の条件を用いてラット脊髄ｃ

ＤＮＡから得られるバンドを増幅させた：９４℃で３０秒、６４℃で３０秒、そ

れぞれ９４℃で５分間および６８℃で７分の前－および後－インキュベーション

しながら、３７サイクルの間６８℃で１．５分間。３つの独立のＰＣＲ反応から

得た産物を、ＢａｍＨＩおよびＨｉｎｄＩＩＩで消化させ、そして２５０ｂｐの

断片を、ゲル精製し、そして発現ベクターｐＥＸＪ．Ｔ３Ｔ７に連結させた。各

ＰＣＲ反応から得た１つの形質転換体を、上のとおり配列決定した。２つの産物

のヌクレオチド配列は、コンセンサスと一致し、そして一方ＫＯ５６を、ｐＥＸ

Ｊ－ｒＳＮＯＲＦ３６－ｐと改めて命名した。

      【０２００】

  全長ラットＳＮＯＲＦ３６受容体の単離

  全長ラットＳＮＯＲＦ３６ｃＤＮＡを見つけ出すために、ラット脊髄ｃＤＮＡ

ライブラリーのプールを、ラットＳＮＯＲＦ３６断片のＴＭＩＩＩから得た順行

プライマーであるＢＢ１１８２、およびラットＳＮＯＲＦ３６断片のＴＭＶから
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得た逆行プライマーであるＢＢ１１８３を用いてＰＣＲによってスクリーニング

した。エクスパンド・ロング・テンプレートＰＣＲシステム（ロッシュ・モレキ

ュラー・バイオケミカルズ、インディアナ州インディアナポリス）を用いて、Ｐ

ＣＲを行った：９４℃で５分間維持；９４℃で３０秒間、６８°で５分間の４０

サイクル；６８℃で７分間維持；アガロースゲル電気泳動の準備ができるまで４

℃で維持。このスクリーンは、２つの陽性プールを示した。［γ－３２Ｐ］－Ａ

ＴＰ標識ＳＯＲＦ３６特異的プローブ（ＢＢ１２９８）を用いて、これらのプー

ルの内の１つから得た単離コロニーの連続高緊縮ハイブリッド形成は、陽性の個

別のコロニーＮ３２３．１６．１Ｆの同定を生じ、ＫＯ１０９と改めて命名され

た。ＫＯ１０９の配列決定は、それが、１４２２ヌクレオチドの開放読取り枠、

１４８ヌクレオチドの５’ＵＴおよびおよそ１０００ヌクレオチドの３’ＵＴを

含む２．６ｋｂの挿入物を含むことを示した。このクローンは、ｐＥＸＪ．Ｔ７

－ｒＳＮＯＲＦ３６―ｆと改めて命名された。

      【０２０１】

  ＳＮＯＲＦ３６受容体ｃＤＮＡの他の種の相同体の単離

  他の種から得たＳＮＯＲＦ３６受容体ｃＤＮＡをコードする核酸配列を、下に

記述されるもののような標準分子生物学技術およびアプローチ法を用いて単離さ

れうる：

  アプローチ法番号１：目的の種から発生されるゲノムライブラリー（例えば、

コスミド、ファージ、Ｐ１、ＢＡＣ、ＹＡＣ）を、ゲノムクローンを単離するた

めに、図１Ａ～１Ｃ、３Ａ～３Ｃ、５または９Ａ～９Ｃで示されるヒトまたはラ

ットＳＮＯＲＦ３６受容体の断片に対応する３２Ｐ標識オリゴヌクレオチドプロ

ーブでスクリーニングしうる。全長配列は、このゲノムクローンを配列決定する

ことによって得られうる。１つまたはそれ以上のイントロンが、遺伝子に存在す

る場合、全長のイントロンなし遺伝子は、標準分子生物学技術を使用してｃＤＮ

Ａから得ることができる。例えば、５’ＵＴで設計された順行ＰＣＲプライマー

および３’ＵＴで設計された逆行ＰＣＲプライマーは、ｃＤＮＡから全長のイン

トロンなし受容体を増幅するために使用されうる。標準分子生物学技術は、この

遺伝子を哺乳類発現ベクターにサブクローニングするために使用することができ
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るはずである。

      【０２０２】

  アプローチ法番号２：標準分子生物学技術は、図１Ａ～１Ｃ、３Ａ～３Ｃ、５

または９Ａ～９Ｃで示される配列の断片に対応する３２Ｐ標識オリゴヌクレオチ

ドプローブを用いて、減退した緊縮下でのハイブリッド形成によって目的の種の

市販のｃＤＮＡファージライブラリーをスクリーニングするために使用されうる

。だれでも、ラムダライブラリーからプラーク精製されたクローンを得て、そし

てその後そのクローンを直接ＤＮＡ配列決定にかけることによって全長ＳＮＯＲ

Ｆ３６受容体を単離しうる。代わりに、標準分子生物学技術は、部分的種相同配

列に対して設計されたプライマーを使用してライブラリープールのＰＣＲ増幅に

よりｃＤＮＡプラスミドライブラリーをスクリーニングするために使用され得た

。全長ローンは、３２Ｐオリゴヌクレオチドプローブを用いた陽性プールのコロ

ニー釣上げのササンハイブリッド形成によって単離されうる。

      【０２０３】

  アプローチ法番号３：３’および５’ＲＡＣＥは、ＳＮＯＲＦ３６の別の配列

を含むＳＮＯＲＦ３６を発現する目的の種から由来するｃＤＮＡからＰＣＲ産物

を発生させるために利用されうる。その後、これらのＲＡＣＥ  ＰＣＲ産物を、

別の配列を決定するために配列決定しうる。その後、この新たな配列は、５’Ｕ

Ｔで順行ＰＣＲプライマーを、そして３’ＵＴで逆行プライマーを設計するため

に使用される。その後、これらのプライマーは、ｃＤＮＡから全長ＳＮＯＲＦ３

６クローンを増幅するために使用される。

      【０２０４】

  他の種の例としては、それに限定されないが、マウス、イヌ、サル、ハムスタ

ーおよびモルモットが挙げられる。

      【０２０５】

  ＳＮＯＲＦ３６の同定に使用されるプライマーおよびプローブ：

      【０２０６】

【化１－１】
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      【０２０７】

【化１－２】
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  宿主細胞

  広範な多様の宿主が、異種発現タンパク質を研究するために使用できる。これ

らの細胞としては、それに限定されないが、ＣＯＳ－７、ＣＨＯ、ＬＭ（ｔｋ－

）、ＨＥＫ２９３などのような哺乳類セルライン；Ｓｆ９、Ｓｆ２１、トリコプ

ルシア（Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ、ケモノハジラミ科の一属）のｎｉ５Ｂ－４

のような昆虫セルライン；アフリカツメガエル卵母細胞のような両生類細胞；組

合せ酵母株；組合せ細菌細胞株；およびその他が挙げられる。これらの細胞型の

各々についての培養条件は、特異的であり、そして当業界に慣れた者に知られて
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いる。ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体を発現するために使用される細胞は、ＣＯＳ－

７およびヒト胚膵臓（ＨＥＫ）２９３細胞であった。

      【０２０８】

  ＣＯＳ－７細胞を、３７℃、５％ＣＯ２で、補足物（１０％仔ウシ血清、４ｍ

Ｍグルタミン、１００単位／ｍｌペニシリン／１００μｇ／ｍｌストレプトマイ

シンを伴ったダルベッコの修飾イーグル培地）を伴ったＤＭＥＭ中の１５０ｍｍ

プレートで育成する。ＣＯＳ－７細胞の保存プレートを、トリプシン処理し、そ

して３～４日毎に１：６に分けた。

      【０２０９】

  ＨＥＫ２９３細胞を、３７℃、５％ＣＯ２で、補足物（１０％仔ウシ血清、４

ｍＭグルタミン、１００単位／ｍｌペニシリン／１００μｇ／ｍｌストレプトマ

イシン）を伴ったＤＭＥＭ中の１５０ｍｍプレートで育成する。２９３細胞の保

存プレートを、トリプシン処理し、そして３～４日毎に１：６に分けた。

      【０２１０】

  一過性発現

  研究されるべきＤＮＡコード化タンパク質は、リン酸カルシウム仲介、ＤＥＡ

Ｅ－デキストラン仲介、リポソーム仲介、ウイルス仲介、電気穿刺仲介およびマ

イクロインジェクション送出のような数種の方法によって、多様な哺乳類、昆虫

、両生類および他のセルラインで一過性で発現されうる。これらの方法の各々は

、実質的に使用されるべきＤＮＡ、セルライン、およびアッセイの型によって、

組合せた実験パラメーターの最適化を必要とする可能性がある。

      【０２１１】

  Ｃｏｓ－７およびＨＥＫ２９３細胞に使用されるときにＤＥＡＥ－デキストラ

ン方法のための典型的プロコトルは、以下のとおり記述される。トランスフェク

ションのために使用されるべき細胞は、トランスフェクションの２４時間前に分

断されて、フラスコに供給され、そしてそれは、トランスフェクションの時間に

７０～８０％密集である。簡潔には、８μｇの受容体ＤＮＡ足す８μｇの必要と

される任意の別のＤＮＡ（例えば、Ｇαタンパク質発現ベクター、レポーター構

築物、抗生物質耐性マーカー、モックベクター、など）を、９ｍｌの完全ＤＭＥ
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Ｍ足すＤＥＡＥ－デキストラン混合物（ＰＢＳ中１０ｍｇ／ｍｌ）に添加する。

Ｔ２２５フラスコ（予備密集）に入れられた細胞を、ＰＢＳで一回洗浄し、そし

てＤＮＡ混合物を、各フラスコに添加する。細胞を、３０分間、３７℃で、５％

ＣＯ２でインキュベートさせる。インキュベーションに続いて、８０μＭクロロ

キンと共に３６ｍｌの完全ＤＭＥＭを、各フラスコに添加し、そしてさらに３時

間インキュベートさせる。その後、その培地を吸引し、そして正確に２分間、１

０％ＤＭＳＯを含有する２４ｍｌの完全培地で、そしてその後吸引する。その後

、細胞を、２回ＰＢＳで洗浄し、そして３０ｍｌの完全ＤＭＥＭを各フラスコに

添加する。細胞を、一夜インキュベートさせる。次の日に、トリプシン処理によ

って細胞を収穫し、そして９６穴プレートに再度種付けする。

      【０２１２】

  安定な発現

  異種のＤＮＡを、宿主細胞に安定に組込み、それにより細胞に外来タンパク質

を絶え間なく発現させることができる。ＤＮＡを細胞に送出する方法は、一過性

発現について上に記述されるものに類似するが、しかし標的宿主細胞における薬

剤耐性を付与する補助的な遺伝子の同時トランスフェクションを必要とする。続

いて起る薬剤耐性は、ＤＮＡを摂取した細胞を選択および維持するために利用さ

れうる。耐性遺伝子の組合せは、制限されないが、ネオマイシン、カナマイシン

、およびヒグロマイシンを含めて利用できる。本発明の受容体を考慮する研究の

目的について、異種の受容体タンパク質の安定な発現は、典型的には、必然的に

制限されないが、ＣＨＯ、ＨＥＫ２９３、ＬＭ（ｔｋ－）などを含めた哺乳類で

行われる。さらに、受容体についての核酸配列を自然に担持および発現する生来

のセルラインは、受容体相補性を操作する必要なしに使用されうる。

      【０２１３】

  機能性アッセイ

  本発明の受容体ＤＮＡを発現する細胞は、機能性アッセイを使用して、上記受

容体に対するリガンドについてスクリーンするために使用されうる。いったん、

リガンドが同定されると、同じアッセイは、多様な治療目的のために使用されう

る受容体のアゴニストまたはアンタゴニストを同定するために使用されうる。Ｇ
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ＰＣＲの過剰発現が、細胞内のシグナル発生経路の保存的活性化を生じうること

は、当業者によく知られている。同じように、上に記述されるとおり任意のセル

ライン中のＳＮＯＲＦ３６ａ受容体の過剰発現は、下に記述される機能応答の活

性化を生じ得て、そしてここに記述されるアッセイのいずれかは、ＳＮＯＲＦ３

６受容体のアゴニスト、部分的アゴニスト、逆アゴニストおよびアンタゴニスト

リガンドについてスクリーニングするために使用できる。

      【０２１４】

  広範なスペクトルのアッセイは、ＳＮＯＲＦ３６受容体リガンドの存在につい

てスクリーニングするために使用されうる。これらのアッセイは、総リン酸イノ

シトール蓄積、ｃＡＭＰレベル、細胞内のカルシウム代謝、およびカリウムの流

れのような伝統的測定から；高い処理量、いっそう一般的で、そしていっそう感

受性のあるものであるように修飾または適合された以外はこれらの同じ第二メッ

センジャーを測定するシステムまで；代謝的変化、分化、細胞分裂／増殖のよう

な受容体活性化から生じるいっそう一般的な細胞の事象を報告する細胞基本のア

ッセイまでに渡る。数種のこのようなアッセイの説明が続く。

      【０２１５】

  環状ＡＭＰ（ｃＡＭＰ）アッセイ

  環状ＡＭＰ（ｃＡＭＰ）形成の受容体介在刺激または阻害は、受容体を発現す

る細胞で分析されうる。細胞を、９６穴プレートまたは他の容器に入れ、そして

２０分間、３７℃で、５％ＣＯ２で、プロテアーゼ阻害剤カクテル（例えば、典

型的阻害剤カクテルは、２μｇ／ｍｌアプロチニン、０．５ｍｇ／ｍｌリューペ

プチン、および１０μｇ／ｍｌホスホラミドンを含有する）と共に、またはなし

に、５ｍＭセオフィリンのようなホスホジエステラーゼ阻害剤で補足されたＨＥ

ＰＥＳ緩衝生理食塩水（ＮａＣｌ（１５０ｍＭ）、ＣａＣｌ２（１ｍＭ）、ＫＣ

ｌ（５ｍＭ）、グルコース（１０ｍＭ））のような緩衝液中で予備インキュベー

トする。試験化合物を、１０ｍＭホルスコリンと共に、またはなしに添加し、そ

してさらに１０分間、３７℃でインキュベートする。その後、培地を、吸引し、

そして１００ｍＭ  ＨＣｌを添加すること、または他の方法によって反応を停止

させる。そのプレートを、１５分間、４℃で保存し、そして停止溶液中のｃＡＭ
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Ｐ含量を、ラジオイムノアッセイによって測定する。放射性活性は、データ減退

ソフトウエアーを具備したガンマ線カウンターを使用して定量されうる。特異的

修飾は、受容体についてのアッセイを最適化するため、またはｃＡＭＰの検出方

法を変えるために行われうる。

      【０２１６】

  アラキドン酸放出アッセイ

  受容体を発現する細胞を、９６穴プレートまたは他の容器に種付けし、そして

補足物を伴う培地で、３日間育成する。３Ｈアラキドン酸（活性比＝０．７５μ

Ｃｉ／ｍｌ）を、１００μＬアリコート量として各ウエルに送出させ、そしてサ

ンプルを、１８時間、３７℃で、５％ＣＯ２でインキュベートさせる。標識細胞

を、培地で三回洗浄する。その後、ウエルを、ＢａｍＨＩ位置で充填し、そして

アッセイを、総容積２５０μＬで、試験化合物または緩衝液の添加で開始させた

。細胞を、３０分間、３７℃で、５％ＣＯ２でインキュベートさせる。上清を、

マイクロタイタープレートに移し、そして真空炉で７５℃で、乾固するまで蒸散

させる。その後、サンプルを、２５μＬ滅菌水に溶解または再懸濁させる。蛍光

物（３００μＬ）を、各ウエルに添加し、そしてサンプルを、トリラックスプレ

ートリーダーで３Ｈについて計数する。データは、グラフＰＡＤプリズムパッケ

ージ（カリフォルニア州サンディエゴ）で利用できる非線状減縮および統計的技

術を使用して分析する。

      【０２１７】

  細胞内のカルシウム可動性アッセイ

  細胞内遊離カルシウム濃度は、蛍光指標染料フラ－２／ＡＭ（Ｂｕｓｈら、１

９９１年）を使用したマイクロスペクトロフルオリメトリーによって測定されう

る。受容体を発現する細胞を、ガラス製カバースリップ挿入物を含む３５ｍｍ培

養皿に種付けし、そして一夜粘着させる。その後、細胞を、ＨＢＳで洗浄し、そ

して２０から４０分間、１００μＬのフラ－２／ＡＭにかける。ＨＢＳで洗浄し

て、フラ－２／ＡＭ溶液を除去した後、細胞を、１０から２０分間、ＨＢＳで平

衡にする。その後、細胞を、レイツ・フルオベートＦＳ顕微鏡の４０×対物下で

可視化し、そして蛍光排出は、３４０ｎＭと３８０ｍＭの間で変化する励起波長
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で、５１０ｎＭで測定される。生の蛍光データは、標準カルシウム濃度曲線およ

びソフトウエアの分析技術を使用して、カルシウム濃度に変換される。

      【０２１８】

  別の方法で、細胞内カルシウムの測定は、９６穴（またはそれより高い）フォ

ーマットで、選択的カルシウム感受性指標を用いて行うこともでき、これらの好

ましい例は、エクオリン、フルオ－３、フルオ－４、フルオ－５、カルシウムグ

リーン－１、オレゴングリーン、および４８８ＢＡＰＴＡである。アゴニストリ

ガンドを用いた受容体の活性化の後、細胞内カルシウム濃度の変化によって励起

される排出は、ルミノメーター、蛍光画像装置によって測定されうる；この好ま

しい例は、蛍光画像装置プレートリーダー（ＩＦＬＩＰＲ）である。

      【０２１９】

  目的の受容体を発現する細胞を、ウエル当たり３０，０００～８０，０００個

の細胞密度で、透明で、平底の黒色壁の９６穴プレート（コスター（Ｃｏｓｔｅ

ｒ））に入れ、そして５％ＣＯ２、３７℃で一夜インキュベートさせる。成長用

培地を、吸引し、そして１００μｌの染料負荷培地を、各ウエルに添加する。負

荷培地は、ハンクのＢＳＳ（フェノール赤）（ジブコＧｉｂｃｏ）、２０ｍＭ  

ＨＥＰＥＳ（シグマ（Ｓｉｇｍａ））、０．１％ＢＳＡ（シグマ）、染料／プル

ロン酸混合物（例えば、１ｍＭフロ－３、ＡＭ（モレキュラー・プローブ（Ｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ））、１０％プルロン酸（モレキュラー・プロー

ブ）；（使用直前に混合される）、および２．５ｍＭプロベネシド（シグマ）（

新たに製造される）を含有する。細胞を、５％ＣＯ２、３７℃で約１時間インキ

ュベートさせる。

      【０２２０】

  染料負荷インキュベーションの間、化合物プレートを製造する。化合物を、洗

浄緩衝液（フェノール赤なしのハンクのＢＳＳ）、２０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ、２．

５ｍＭプロベネシドで、３×最終濃度に希釈し、そして透明のｖ底プレート（ナ

ンク（Ｎｕｎｃ））にアリコート量取る。インキュベーションに続いて、細胞を

洗浄して、過剰の染料を除去する。デンレイのプレート洗浄装置を、細胞を４回

穏やかに洗浄し、そして各ウエル中に１００μｌ最終容積の洗浄緩衝液を残すた
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めに使用する。細胞プレートを、中央のトレイに入れ、そして化合物プレートを

、ＦＬＩＰＲの右のトレイに入れる。ＦＬＩＰＲソフトウエアは、実験のために

設置され、その実験を行い、そしてデータを収集する。その後、エクセルのスプ

レットシートプログラムを用いてデータを分析する。

      【０２２１】

  アンタゴニストリガンドを、アゴニストリガンドによって励起されるシグナル

の阻害によって同定する。

      【０２２２】

  細胞内遊離カルシウム（Ｃａ２＋）濃度は、蛍光化合物造装置のプレートリー

ダー（ＦＬＩＰＲＴＭ）によって測定されうる。

      【０２２３】

  先に記述されるとおり、適切なＤＮＡでトランスフェクションされた細胞を、

ウエル当たり８０，０００～１５０，０００個の細胞密度で、透明の平底黒色ウ

エル９６穴プレート（コスター）に入れ、そして５％ＣＯ２、３７℃で２４時間

インキュベートさせる。必要なときはいつでも、細胞を、３７℃に維持された水

浴に入れ、そして画像処理の９０から１２０分前に、およそ３０ｃｍの位置に設

置されたランプ光（５０Ｗ）に露出させた。成長用培地を、吸引し、そしてフル

オ－３染料を含有する１００μｌの負荷培地を、画像処理の６０分前に、各ウエ

ルに添加した。負荷培地は、ハンクのＢＳＳ（フェノール赤を伴わない）（ジブ

コ）、２０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ（シグマ）、０．１％ＢＳＡ（シグマ）、染料／プ

ルロン酸混合物（例えば、１ｍＭフロ－３、ＡＭ（モレキュラー・プローブ）お

よび１０％プルロン酸（モレキュラー・プローブ；使用直前に混合される）、お

よび２．５ｍＭプロベネシド（シグマ）（新たに製造される）を含有する。細胞

を、５％ＣＯ２、３７℃で約１時間インキュベートさせる。

      【０２２４】

  染料負荷培地を用いた細胞のインキュベーションの前または間に、試験化合物

プレートを作成する。レチノイドは、化学的に不安定であり、そして迅速な光異

性化を受けることができる（Ｈｕら、１９９４年）ので、光学写真の暗室光の下

で、適切な濃度の試験化合物を秤量、溶解および製造するのに注意が払われた。
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試験化合物を、洗浄緩衝液（ハンクのＢＳＳ（フェノール赤を伴わない）、２０

ｍＭ  ＨＥＰＥＳ（シグマ）、２．５ｍＭプロベネシド）で、４×最終濃度に希

釈し、そして透明なｖ底プレート（ナンク）にアリコート量取った。それらを細

胞に添加するまで、試験化合物を、光から保護した。染料負荷培地でのインキュ

ベーションに続いて、細胞を、洗浄して、過剰染料を除去した。デンレイのプレ

ート洗浄装置を、使用して、細胞を４回穏やかに洗浄し、そして各ウエルに１０

０μｌ最終容積の洗浄緩衝液を残した。細胞プレートを、中央のトレイに入れ、

そして試験化合物プレートを、ＦＬＩＰＲの右のトレイに入れた。ＦＬＩＰＲソ

フトウエアは、実験のために設置され、その実験を行い、そしてデータを収集し

た。アゴニスト実験については、ＦＬＩＰＲでのサンプル採取速度は、最初の１

分間は１秒毎であり、そして次の２分間は２秒毎であった。この例では、試験化

合物を、最初の１０秒間、基本線を記録した後に添加した。アンタゴニスト実験

については、ＦＬＩＰＲでのサンプル採取速度は、最初の１分間は１秒毎であり

、次の５分間は６秒毎であり、その次の１分間は１秒毎で、続いて次の２分は２

秒毎であった。アンタゴニスト活性を評価するために、試験化合物を、記録を開

始した１０秒後に細胞に添加し、そしてアゴニストを、記録の３１０秒に添加し

た。基本線の減法および負の対照訂正を、痕跡で行った。その後、エクセルのス

プレットシートプログラムを用いて収集データを分析した。

      【０２２５】

  リン酸イノシトールアッセイ

  リン酸イノシトール（ＩＰ）第二メッセンジャー経路のヒトＳＮＯＲＦ３６ａ

受容体介在活性化を、ＩＰ産物の放射線測定法測定によって評価した。

      【０２２６】

  例えば、９６穴パイクロプレートフォーマットアッセイで、細胞を、ウエル当

たり７０，０００細胞の密度で載せ、そして２４時間インキュベートさせた。そ

の後、細胞を、０．５μＣｉ［３Ｈ］ミオイノシトールを用いて、一夜３７℃で

、５％ＣＯ２で標識する。アッセイの直前に、培地を除去し、そして１０ｍＭ  

ＬｉＣｌを含む９０μＬのＰＢＳに交換する。その後、プレートを、３７℃で、

５％ＣＯ２で、１５分間インキュベートする。インキュベーションに続いて、細
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胞を、アゴニスト（１０μｌ／ウエル；１０×濃度）で、３０分間、３７℃で誘

発させる。誘発は、１００μＬの５０％ｖ／ｖトリクロロ酢酸を添加することに

よって終了させ、続いて４℃で、３０分以上の間、インキュベーションを行う。

イオン交換クロマトグラフィーによって、総ＩＰを、溶解物から単離する。簡潔

には、ウエルの溶解内容物を、ダウエックスＡＧ１－Ｘ８（２００～４００メッ

シュ、ホルメート形態）を含有するマルチスクリーンＨＶフィルタープレート（

ミリポア）に移す。１００μｌのダウエックスＡＧ１－Ｘ８懸濁液（５０％ｖ／

ｖ、水：樹脂）を各ウエルに添加して、フィルタープレートを作成する。フィル

タープレートを、樹脂床を洗浄または溶出させるために真空マニホールドに載せ

る。各ウエルを、最初に、２００μｌの５ｍＭミオイノシトールで２回洗浄する

。総［３Ｈ］リン酸イノシトールを、７５μｌの１．２Ｍアンモニウムホルメー

ト／０．１Ｍ蟻酸溶液で９６穴プレートに溶出させる。２００μＬのシンチレー

ションカクテルを、各ウエルに添加し、そして放射性活性を、液体シンチレーシ

ョン計測によって測定する。

      【０２２７】

  細胞を、ウエル当たり７０，０００細胞の密度で入れ、そして２４時間インキ

ュベートさせる。その後、細胞を、３７℃で、５％ＣＯ２で、０．５μＣｉ［３

Ｈ］ミオイノシトールで標識した。アッセイ直前に、培地を除去し、そして１０

ｍＭ  ＬｉＣｌを含む１８０μＬのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で置換した

。その後、プレートを、２０分間、３７℃で、５％ＣＯ２でインキュベートした

。インキュベーションに続いて、細胞を、３７℃で３０分間、アゴニスト（２０

μｌ／ウエル；１０×濃度）で誘発させ、そして細胞からおよそ３０ｃｍの距離

に置かれたランプ光（５０Ｗ）に同時に露出するかまたはしなかった。１００μ

Ｌの５％ｖ／ｖトリクロロ酢酸の添加し、続いて４℃で、３０分以上の間インキ

ュベートすることによって、誘発を測定した。イオン変換クロマトグラフィーに

よって、溶解物から総ＩＰを単離した。簡潔には、ウエルの溶解内容物を、ダウ

エックスＡＧ１－Ｘ８（２００～４００メッシュ、ホルメート形態）を含むマル

チスクリーンＨＶフィルタープレート（ミリポア）に移した。１００μｌのダウ

エックスＡＧ１－Ｘ８懸濁液（５０％ｖ／ｖ、水：樹脂）を各ウエルに添加して
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、フィルタープレートを作成した。フィルタープレートを、樹脂床を洗浄または

溶出させるために真空マニホールドに載せた。各ウエルを、最初に、２００μｌ

の５ｍＭミオイノシトールで２回洗浄する。総［３Ｈ］リン酸イノシトールを、

７５μｌの１．２Ｍアンモニウムホルメート／０．１Ｍ蟻酸溶液で９６穴プレー

トに溶出させる。２００μＬのシンチレーションカクテルを、各ウエルに添加し

、そして放射性活性を、液体シンチレーション計測によって測定した。

      【０２２８】

  ＧＴＰγＳ機能性アッセイ

  受容体を発現する細胞から得られる膜を、プロテアーゼ阻害剤（例えば、０．

１％バシトラシン）と共に、またはなしに、アッセイ緩衝液（例えば、５０ｍＭ

トリス、１００ｍＭ  ＮａＣｌ、５ｍＭ  ＭｇＣｌ２、１０μＭ  ＧＤＰ（ｐＨ

７．４））に浮遊させる。膜を、２０分間、氷上でインキュベートし、９６穴ミ

リポアのマイクロタイターＧＦ／Ｃフィルタープレートに移し、そしてＧＴＰγ

３５Ｓ（例えば、２５０，０００ｃｐｍ／サンプル、比活性～１０００Ｃｉ／ｍ

ｍｏｌ）足すまたは引く未標識ＧＴＰγＳ（最終濃度＝１００μＭ）と混合する

。最終膜タンパク質濃度＝９０μｇ／ｍｌ。サンプルを、３０分間、室温で試験

化合物の存在または不在下でインキュベートし、その後ミリポアの真空マニホー

ルドで濾過し、そして冷（４℃）アッセイ緩衝液で３回洗浄する。フィルタープ

レートに収集されたサンプルを、蛍光物で処理し、そしてトリラックス（ワラッ

ク（Ｗａｌｌａｃ））液体シンチレーションカウンターで３５Ｓについて計測す

る。受容体膜標品が、適切に操作された異種の発現系、すなわち、受容体の高レ

ベルの発現を生じ、および／または高い物質交代速度（ＧＴＰについてのＧＤＰ

の交換について）を示すＧタンパク質を発現する発現系から由来する場合、最適

な結果が得られることが予想される。ＧＴＰγＳアッセイは、当業者に充分に知

られており、そしてＴｉａｎら（１９９４年）またはＬａｚａｒｅｎｏおよびＢ

ｉｒｄｓａｌｌ（１９９３年）によって記述されるように、上に記述される方法

での変動が使用されうることが予想される。

      【０２２９】

  微小生理測定アッセイ
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  細胞の代謝が、広範な範囲の細胞の事象（複数のメッセンジャー経路の受容体

活性化を含めた）に複雑に関与するので、細胞代謝の微小生理測定の測定の使用

は、受容体のシグナル発生経路の特異性にかかわらず、任意のオーファン受容体

の活性化から生じる細胞の活性の一般的アッセイを、原則的に提供できる。

      【０２３０】

  一過性受容体発現についての一般指針、細胞標品および微小生理測定記録が、

いずれかの場所に記述される（Ｓａｌｏｎ、Ｊ．Ａ．およびＯｗｉｃｋｉ，Ｊ．

Ａ．、１９９６年）。典型的には、受容体を発現する細胞を収穫し、そして実験

の２４時間前に、完全培地中で微小生理測定計莢膜当たり３×１０５個細胞で種

付けする。組合せられそして、疾病が定義された血清因子による非特異的代謝刺

激を最小にする読取りの１６時間前に、培地を、血清不含の培地に交換する。実

験の日に、細胞莢膜を、微小生理測定計に移し、そして記録媒体（０．１％脂肪

酸不含ＢＳＡを含む低緩衝液ＲＰＭＩ１６４０、ビカルボネートなし、血清なし

（モレキュラー・デバイシズ・コーポレーション、カリフォルニア州サニーバレ

ー）（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｄｅｖｉｃｅｓ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓｕｎ

ｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）で平衡にさせ、その間に、基本の代謝活性の基本線の測定

が、確立される。

      【０２３１】

  標準記録プロコトルは、１００μｌ／分流速を特定し、その２分の総ポンプサ

イクルが、３０秒の流れの中断を含み、その間に酸性化速度測定が行われる。リ

ガンド誘発は、最初の後誘発速度測定が行われる直前に、サンプルに対する１分

２０秒の露出、続いて総計５分２０秒のサンプル露出について２回の追加のポン

プサイクルを包含する。典型的には、一次スクリーンでの薬剤は、１０μＭ最終

濃度で細胞に表現される。

      【０２３２】

  その後、閾値から最大レベルまでの範囲にある反応を発生するために必要とさ

れる量を超える薬剤濃度範囲で細胞を連続的に誘発することによって、活性化合

物の用量依存性を試験する追跡試験を行う。その後、リガンドサンプルを流し出

し、そして報告される酸性化速度は、発生の直前に観察される基本線速度を越え
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て、ピーク反応の増加率として表される。

      【０２３３】

  ＭＡＰキナーゼアッセイ

  ＭＡＰキナーゼ（分裂促進因子活性化キナーゼ）は、受容体活性化を評価する

ために監視されうる。ＭＡＰキナーゼは、細胞における複数の経路によって活性

化される。活性化の一次態様は、ｒａｓ／ｒａｆ／ＭＥＫ／ＭＡＰキナーゼ経路

を包含する。成長因子（トリプシンキナーゼ）受容体は、ＳＨＣ／Ｇｒｂ－２／

ＳＯＳ／ｒａｓを介してこの経路に供給する。Ｇｉ結合受容体は、ｒａｓを活性

化し、そしてＭＡＰキナーゼの活性化を連続して生成することも知られている。

ホスホリパーゼＣを活性化する受容体（Ｇｑ／Ｇ１１結合のような）は、ホスフ

ァチジルイノシトール加水分解の結果として、ジアシルグリセロール（ＤＡＧ）

を生成する。ＤＡＧは、ＡＭＰキナーゼを順次リン酸化するタンパク質キナーゼ

Ｃを活性化する。

      【０２３４】

  ＭＡＰキナーゼ活性化は、数種のアプローチによって検出されうる。１つのア

プローチは、未リン酸化（不活性）またはリン酸化（活性）のいずれかであるリ

ン酸化状態の評価に基づく。リン酸化タンパク質は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥでゆっく

りした移動度を示し、したがって、ウエスタンブロッテングを使用して未刺激タ

ンパク質と比較されうる。代わりに、リン酸化キナーゼにおける増加を検出する

ために使用できるリン酸化タンパク質に特異的な抗体は、利用可能である（ニュ

ー・イングランド・バイオラッズ（Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ）

）。いずれかの方法で、細胞は、試験化合物で刺激され、そしてその後、レムリ

緩衝液で抽出させる。溶解性フラクションを、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルに使用し、

そしてタンパク質を、電気泳動でニトロセルロースまたはイムノビロンに移す。

免疫反応性バンドは、標準ウエスタンブロッティング技術によって検出される。

可視性または化学発光シグナルは、フィルム上に記録され、そして密度測定法に

よって定量されうる。

      【０２３５】

  別のアプローチは、リン酸化アッセイを介したＡＭＰキナーゼ活性の評価に基
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づく。試験化合物で、細胞を刺激し、そして溶解性抽出物を作成する。抽出物を

、３０℃で、１０分間、ＡＴＰ調節系であるガンマ－３２Ｐ－ＡＴＰ、およびイ

ンシュリンによって調節されるリン酸化された熱および酸安定性タンパク質、ま

たはＰＨＡＳ－ＩのようなＭＡＰキナーゼに特異的な基質、とインキュベートす

る。反応は、Ｈ３ＰＯ４の添加によって終結され、そしてサンプルは、氷に移さ

れる。ワットマンＰ８１クロマトグラフィー紙上に、アリコート量をスポット付

けし、そしてそれは、リン酸化タンパク質を保持する。クロマトグラフィー紙を

洗浄し、そして液体シンチレーションカウンターで３２Ｐについて計数する。代

わりに、細胞抽出物を、ＡＴＰ調節系であるガンマ－３２Ｐ－ＡＴＰ、およびフ

ィルター支持体にストレプトアビジンによって結合されたビオチン化ミエリン基

本のタンパク質とインキュベートする。ミエリン基本のタンパク質は、活性化Ｍ

ＡＰキナーゼに対する基質である。リン酸化反応を、１０分間、３０℃で行う。

その後、抽出物は、フィルターを通して吸引されることにより、そしてそれは、

リン酸化ミエリン基本のタンパク質を保持する。フィルターを洗浄し、そして液

体シンチレーション計数によって３２Ｐについて計数する。

      【０２３６】

  細胞増殖アッセイ

  オーファン受容体の受容体活性化は、３Ｈチミジン摂取を介して監視されうる

分裂促進または増殖反応に至る可能性がある。培養される細胞が、３Ｈチミジン

でインキュベートされる場合、チミジンは、それが、三リン酸チミジンにリン酸

化される核に転位される。その後、三リン酸ヌクレオチドを、細胞成長の速度に

比例する速度で、細胞のＤＮＡに組込む。典型的には、細胞は、１～３日間、培

地中で育成される。細胞を、２４時間、血清の除去によって静止させる。その後

、分裂促進剤は、培地に添加される。２４時間後、細胞を、２～６時間、１から

１０μＣｉ／ｍｌの範囲にある比活性で、３Ｈ－チミジンでインキュベートする

。収穫手段は、トリプシン処理、そして溶解性チミジンを抽出するためにＴＣＡ

での前インキュベーションと共に、またはなしに、ＧＦ／Ｃフィルターを越える

濾過による細胞の捕獲を包含できる。フィルターは、蛍光物で加工され、そして

液体シンチレーション計数によって３Ｈについて計数される。代わりに、粘着細
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胞は、ＭｅＯＨまたはＴＣＡで固定され、水で洗浄し、そして０．０５％デオキ

シクロレート／０．１Ｎ  ＮａＯＨに可溶化される。溶解性抽出物が、シンチレ

ーションバイアルに移動され、そして液体シンチレーション計数によって３Ｈに

ついて計数される。

      【０２３７】

  代わりに、細胞増殖は、内因性または異種の遺伝子産物の発現を測定すること

によって分析され、オーファン受容体をトランスフェクションするために使用さ

れるセルラインによって発現され得て、そしてそれは、それに限定されないが、

蛍光強度、酵素的活性、免疫反応性、ＤＮＡハイブリッド形成、ポリメラーゼ連

鎖反応などのような方法によって検出されうる。

      【０２３８】

  乱交雑二次メッセンジャーアッセイ

  先行のもの、およびＧＰＣＲ配列に唯一基づいて、細胞の多くの異なるシグナ

ル発生経路のいずれかの所定のオーファン受容体が、自然に使用するかを推定す

ることは可能でない。しかし、様々なクラスの受容体をうまく扱って、乱交雑の

Ｇαサブユニットの使用を介した予備選択経路を通してシグナル発生させること

は可能である。例えば、細胞基本の受容体アッセイ系に、特異的シグナル発生経

路（例えば、ＧＳ、Ｇｉ、Ｇｑ、Ｇｏなど）を通して結合することを正常に好み

うる、Ｇα１５またはＧα１６のような内因的に供給される乱交雑のＧαサブユ

ニット、またはＧＰＣＲであるＧαｑｚのようなキメラＧαサブユニットを供給

することによって、乱交雑Ｇαサブユニットによって定義される経路を通して結

合され、そしてアゴニスト活性化により、そのサブユニットの経路と関連した第

二メッセンジャーを生じうる。Ｇα１５、Ｇα１６および／またはＧαｑｚの場

合には、これは、Ｇｑ経路の活性化、および第二メッセンジャーＩＰ３の発生を

包含する。同様の攻略法および道具の使用を通して、Ｃａ＋＋、ｃＡＭＰおよび

Ｋ＋の流れのような他の第二メッセンジャーを生じる経路を通してシグナルを発

生する受容体を偏らせることは可能である（Ｍｉｌｌｉｇａｎ、１９９９年）。

      【０２３９】

  これは、オーファン受容体を外因的に供給されるＧαサブユニットの乱交雑相
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互作用が、各々の見込みのあるシグナル発生経路について異なるアッセイを行う

必要性を軽減し、そして受容体活性化による機能性シグナルを検出する機会を増

すことに繋がる。

      【０２４０】

  アフリカツメガエルの卵母細胞における流れを記録する方法

  卵母細胞を、アフリカツメガエル・レビス（Ｘｅｎｏｐｕｓ  ｌａｅｖｉｓ）

から収穫し、そして先に記述されるとおりｍＲＮＡ転写物を注入する（Ｑｕｉｃ

ｋおよびＬｅｓｔｅｒ、１９９４年；Ｓｍｉｔｈら、１９９７年）。本発明の試

験受容体およびＧαサブユニットＲＮＡ転写物は、遺伝子の完全コーディング領

域を含む、線状プラスミドまたはＰＣＲ産物からＴ７ポリメラーゼ（「メッセー

ジ機械」、アンビオン）を使用して合成される。卵母細胞に、１０ｎｇ合成受容

体ＲＮＡを注入し、そして３～８日間、１７度でインキュベートさせる。記録の

３から８時間前に、Ｃａ＋＋に対する結合を観察するために、卵母細胞に、５０

０ｐｇ乱交雑ＧαサブユニットｍＲＮＡを注入し、Ｃｌ－の流れを活性化させる

。１～２Ｍオームの抵抗を示す３Ｍ  ＫＣｌ充填ガラス微小電極を用いて、双極

電極電圧固定（アキソン・インストルメンツ・インク．（Ａｘｏｎ  Ｉｎｓｔｒ

ｕｍｅｎｔｓ  Ｉｎｃ．））を行う。特に指示されない限り、卵母細胞は、－８

０ｍＶの維持電位で電圧固定される。記録の間に、卵母細胞は、９６ｍＭ  Ｎａ

Ｃｌ、２ｍＭ  ＫＣｌ、１．８ｍＭ  ＣａＣｌ２、１ｍＭ  ＭｇＣｌ２、および

５ｍＭ  ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５（ＮＤ９６）を含む培地を継続的に流す（１～

３ｍｌ／分）ことで浴に入れられる。卵母細胞から０．５ｍｍの距離で固定され

た１０μｌガラス製毛細管からの局所還流によるか、または一連の重力供給還流

ラインから切り替えることによって、薬剤を使用する。

      【０２４１】

  他の卵母細胞に、Ｇタンパク質活性化内向整流器チャネル（ＧＩＲＫ１および

ＧＩＲＫ４、米国特許番号第５，７３４，０２１号および第５，７２８，５３５

号、またはＧＩＲＫ１およびＧＩＲＫ２）または任意の他の適切な組合せ（例え

ば、Ｉｎａｎｏｂｅら、１９９９年）についての遺伝子をコードする受容体ｍＲ

ＮＡおよび合成ｍＲＮＡの混合物を注入する。Ｋ＋（ＧＩＲＫ）チャネル１、２
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および４（ＧＩＲＫ１、ＧＩＲＫ２、およびＧＩＲＫ４）を内向きに整流するＧ

タンパク質をコードする遺伝子は、適切な５’および３’プライマーを誘導する

公表された配列（Ｋｕｂｏら、１９９３年；Ｄａｓｃａｌら、１９９３年；Ｋｒ

ａｐｉｖｉｎｓｋｙら、１９９５年および１９９５年ｂ）を使用するＰＣＲによ

って得ることができる。ヒトの心臓または脳ｃＤＮＡは、適切なプライマーと一

緒にテンプレートとして使用されうる。

      【０２４２】

  アフリカツメガエルの卵母細胞中でのＧＰＣＲの異種発現は、アゴニスト刺激

によって活性化されるシグナル発生経路の同定を決定するために広範に使用され

てきた（Ｇｕｎｄｅｒｓｅｎら、１９８３年；Ｔａｋａｈａｓｈｉら、１９８７

年）。ホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）経路の活性化は、哺乳類のオーファン受容体

（乱交雑Ｇタンパク質と共に、またはなしに）についてのｍＲＮＡを先に注入さ

れた卵母細胞に、ＮＤ９６溶液中の試験化合物を使用し、そして－８０ｍＶの維

持電位で内部電流を観察することによって分析される。－２５ｍＶで逆行し、そ

してＣａ＋＋活性化Ｃｌ－（塩素）チャネルの他の特性を示す電流の外観は、Ｐ

ＬＣの哺乳類受容体活性化、およびＩＰ３および細胞内Ｃａ＋＋の放出を示す。

このような活性は、ＧｑまたはＧ１１に結合するＧＰＣＲによって示される。

      【０２４３】

  Ｋ＋（カリウム）チャネル（ＧＩＲＫ）活性を内向きに整流する方法は、哺乳

類のオーファン受容体足すＧＩＲＫサブユニットをコードするｍＲＮＡと同時注

入された卵母細胞で監視されうる。ＧＩＲＫ遺伝子産物は、同時に集めて、Ｇｉ

またはＧｏに結合する多数のＧＰＣＲによって活性化される（すなわち、刺激さ

れる）ことが知られたＧタンパク質活性化カリウムチャネルを形成する（Ｋｕｂ

ｏら、１９９３年；Ｄａｓｃａｌら、１９９３年）。哺乳類のオーファン受容体

足すＧＩＲＫサブユニットを発現する卵母細胞は、４９ｍＭ  Ｋ＋を含有する上

昇したＫ＋溶液中のＫ＋電流を測定することによって、試験化合物の反応性につ

いて試験される。

      【０２４４】

  本発明では、卵母細胞を、アフリカツメガエル・レビスから収穫し、そして先
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に記述されたとおり（ＱｕｉｃｋおよびＬｅｓｔｅｒ，１９９４年；Ｓｍｉｔｈ

ら、１９９７年）ｍＲＮＡ転写物を注入した。ＳＮＯＲＦ３６ａＲＮＡ転写物を

、ＮｏｔＩで線状化されたプラスミドＢＯ１０９から得られるＴ７ポリメラーゼ

（「メッセージ機械」、アンビオン）を用いて合成した。卵母細胞に、５～２５

ｎｇ合成ＲＮＡを注入し、そして１７℃で、３～８日間インキュベートした。双

極電極電圧固定（アクソン・インストルメンツ・インク．）を、１～２Ｍオーム

の抵抗を示す３Ｍ  ＫＣｌ充填ガラス製微小電極を用いて行った。特に指示され

ない限り、卵母細胞は、－８０ｍＶの維持電位で固定された電圧であった。記録

の間、卵母細胞を、９６ｍＭ  ＮａＣｌ、２ｍＭ  ＫＣｌ、１．８ｍＭ  ＣａＣ

ｌ２、１ｍＭ  ＭｇＣｌ２、５ｍＭ  ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５（ＮＤ９６）、お

よび適切なリガンドを含む培地を継続的に流す（１～３ｍｌ／分）ことで浴に入

れられる。

      【０２４５】

  実験は、光学写真暗室光（「ブライトラボ・ジュニアー」安全光）下で行われ

るべき、化合物秤量、最終希釈および卵母細胞を記録することが要求される最小

光条件下で行われた。同じ場合には、リガンドは、秤量手段の間じゅう室内光（

５～１０分）に簡潔に曝された。卵母細胞からの生理学上の反応を引出すために

、光刺激は、卵母細胞から３０ｃｍの距離で設置された６０Ｗタングステンラン

プであった。一連の重力供給還流ラインから切り替えるながら洗い流すことによ

るか、または卵母細胞から０．５ｍｍの距離で固定された１０μｌガラス製毛細

管からの局所還流によって、薬剤を使用した。実験は、室温で行われた。全ての

値は、平均±平均の標準差異として表される。

      【０２４６】

  膜標品

  本発明の受容体タンパク質を発現する細胞膜は、それに限定されないが、リガ

ンド結合アッセイ、ＧＴＰ－ｇ－Ｓ結合アッセイ、およびその他を含めたある型

のアッセイに有用である。このような細胞膜を製造する細目は、ある種の場合に

は、保証するアッセイの特性によって決定され得るが、しかし全細胞を収穫する

こと、および氷冷緩衝液（例えば、２０ｍＭトリスＨＣｌ、ｍＭ  ＥＤＴＡ、４
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℃でｐＨ７．４）中で音波処理することにより細胞ペレットを混乱させることを

典型的に包含する。生じる粗細胞溶解物は、４℃で、５分間、２００×ｇでの低

速度遠心によって細胞残骸から透明にされる。その後、透明になった上清を、４

℃で２０分間、４０，０００×ｇで遠心し、そして生じる膜ペレットを、氷冷緩

衝液に浮遊させ、そして高速遠心段階を繰返すことによって洗浄する。第集洗浄

膜ペレットは、アッセイ緩衝液で再浮遊される。タンパク質濃度は、標準として

ウシ血清アルブミンを使用したＢｒａｄｆｏｒｄ（１９７６年）の方法によって

測定される。膜は、すぐに使用されても、または後に使用するために凍結されて

もよい。

      【０２４７】

  バキュロウイルスの世代

  ここに開示されるヒト受容体をコードするＤＮＡのコーディング領域を、存在

する制限部位、またはポリペプチドのコーディング領域に対する配列５’および

３’に操作される部位に、ｐＢｌｕｅＢａｃＩＩＩにサブクローニングする。バ

キュロウイルスを発生させるために、０．５μｇのウイルス性ＤＮＡ（バキュロ

ゴールド（ＢａｃｕｌｏＧｏｌｄ））および３μｇのポリペプチドをコードする

ＤＮＡ構築物は、Ｐａｒｍｉｎｇｅｎ（「バキュロウイルス発現ベクター系：手

段および方法の手引き」）によって概説されるとおり、リン酸カルシウム同時沈

殿法によって、２×１０６個のスポドプテラ・フラジペラダ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅ

ｒａ  ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）昆虫Ｓｆ９細胞にトランスフェクションされる。

その後、細胞を、２７℃で５日間インキュベートさせる。

      【０２４８】

  同時トランスフェクションプレートの上清を、遠心分離によって収集し、そし

て組換えウイルスプラークを精製しうる。ウイルスの保存を作成するため、およ

びウイルス保存を滴定するためのウイルスに細胞を感染させる手段は、ファルミ

ンゲンの手引きで記述されるとおりである。

      【０２４９】

  ヒトおよびラットＳＮＯＲＦ３６についてのｍＲＮＡコーディングの局在化

  実際の時間検出で、フッ素作動性プローブを使用した定量的ＲＴ－ＰＣＲ：フ
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ッ素作動性プローブ、およびヒトから抽出されるｍＲＮＡのパネル、およびラッ

ト組織から抽出される総ＲＮＡを使用した定量的ＲＴ－ＰＣＲは、ラットおよび

ヒトＳＮＯＲＦ３６の局在化を特徴づけるために使用された。

      【０２５０】

  このアッセイは、従来のＰＣＲ増幅のための２つのオリゴヌクレオチド、およ

びオリゴヌクレオチドの５’末端にレポーターで、そして３’末端でクエンチャ

ーで標識された第三の特異的オリゴヌクレオチドプローブを利用する。本発明で

は、ＦＡＭ（６－カルボキシフルオレセイン）およびＪＯＥ（６カルボキシ－４

．５－ジクロロ－２，７－ジメトキシフルオレセイン）は、利用された２つのレ

ポーターであり、そしてＴＡＭＲＡ（６－カルボキシ－４，７，２，７’－テト

ラメチルロダミン）は、クエンチャーであった。増幅が進行するとき、標識オリ

ゴヌクレオチドプローブは、増幅のために使用された２つのオリゴヌクレオチド

の間の遺伝子配列にハイブリッド形成する。ＴａｑまたはｒＴｔｈ熱安定性ＤＮ

Ａポリメラーゼのヌクレアーゼ活性は、標識プローブを開裂するために利用され

る。これは、クエンチャーを、レポーターから分離し、そして発生されるアンプ

リコンの量に直接比例している蛍光シグナルを発生させる。この標識プローブは

、高度の特異性を供与する。非特異的増幅は、標識プローブがハイブリッド形成

しないので検出されない。全実験は、ＰＥ７７００配列決定システム（パーキン

・エルマー、カリフォルニア州フォスター・シティー）で行われた。

      【０２５１】

  定量的ＲＴ－ＰＣＲ：ＳＮＯＲＦ３６受容体をコードするＲＮＡの検出のため

に、定量的ＲＴ－ＰＣＲを、組織から抽出されるｍＲＮＡで行った。逆行転写お

よびＰＣＲ反応は、ｒＴｔｈＤＮＡポリメラーゼ（パーキン・エルマー）を用い

て、５０μｌ容積で行われた。

      【０２５２】

  ヒトＳＮＯＲＦ３６についてのプライマーは、選択的（ＳＮＯＲＦ３６ｂ）に

、またはＳＮＯＲＦ３６ａおよびＳＮＯＲＦ３６ｂの両方に共通の領域に対する

長いサブタイプを増幅するように設計された。短いサブタイプ（ＳＮＯＲＦ３６

ａ）をコードするＲＮＡの量は、ＳＮＯＲＦ３６ｂの量から総ＳＮＯＲＦ３６の



(107) 特表２００３－５１００１３

量を引くことによって計算された。以下の配列を示すプライマーが使用された。

      【０２５３】

  ヒトＳＮＯＲＦ３６サブタイプ非選択性：

順行プライマー：

ＳＮＯＲＦ３６ｂ２－４５７Ｆ

【化２】

逆行プライマー：

ＳＮＯＲＦ３６ｂ２－５４７ｒ

【化３】

フッ素作動性オリゴヌクレオチドプローブ：

ＳＮＯＲＦ３６ｂ２－４８３Ｔ

【化４】

  ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ（長いサブタイプ）選択性：

順行プライマー：

ＳＮＯＲＦ３６ｂｓｅｌ－２５６Ｆ

【化５】

逆行プライマー：

ＳＮＯＲＦ３６ｂｓｅｌ－３４６Ｒ

【化６】
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フッ素作動性オリゴヌクレオチドプローブ：

ＳＮＯＲＦ３６ｂ  ｂ  ｓｅｌ－２９４Ｔ

【化７】

  ラットＳＮＯＲＦ３６

順行プライマー：

ＳＮＯＲＦ３６－ラット－３４Ｆ

【化８】

逆行プライマー：

ＳＮＯＲＦ３６－ラット－１０７Ｒ

【化９】

フッ素作動性オリゴヌクレオチドプローブ：

ＳＮＯＲＦ３６－ラット－５２Ｔ

【化１０】

  これらのプライマー対を使用して、アプリコン長は、ヒトＳＮＯＲＦ３６－非

サブタイプ－選択性については９０ｂｐで、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ－選択性につ
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いては９０ｂｐで、そしてラットＳＮＯＲＦ３６については７３ｂｐである。各

ヒトＳＮＯＲＦ３６ＲＴ－ＰＣＲ反応は、５０ｎｇ  ｍＲＮＡを含有し、そして

各ラットＳＮＯＲＦ３６  ＲＴ－ＰＣＲ反応は、１００ｎｇ総ＲＮＡを含有した

。オリゴヌクレオチド濃度は、５００ｎＭの順行および逆行プライマー、および

２００ｎＭのフッ素作動性プローブであった。各反応での試薬の濃度は、３００

μＭの各々のｄＧＴＰ；ｄＡＴＰ；ｄＣＴＰ；６００μＭのＵＴＰ；３．０ｍＭ

  Ｍｎ（ＯＡｃ）２；５０ｍＭビシン；１１５ｍＭ酢酸カリウム、８％グリセロ

ール、５単位ｒＴｔｈＤＮＡポリメラーゼ、および０．５単位のウラシルＮ－グ

リコシラーゼであった。ＲＴ－ＰＣＲ反応のための緩衝液は、受動的参照（ＲＯ

Ｘ；パーキン・エルマーの商標登録された受動参照Ｉ）として使用されるフルオ

ロも含有した。ＲＴ－ＰＣＲについての全試薬（ｍＲＮＡおよびオリゴヌクレオ

チドプライマーを除いて）は、パーキン・エルマー（カリフォルニア州フォスタ

ー・シティー）から得られた。反応は、以下の温度サイクルプロファイルを用い

て行われた：５０℃で２分、６０℃で３０分、９５℃で５分、続いて９４℃で２

０秒、６２℃で１分の４０サイクル。

      【０２５４】

  ＰＣＲ反応についての陽性対照は、利用できる場合にプラスミド構造物から得

られる標的配列の増幅から構成された。ヒトＳＮＯＲＦ３６の定量のための標準

曲線は、プラスミド構築物中のＳＮＯＲＦ３６遺伝子を使用して構築された。全

脳から抽出されたＲＮＡは、ラットＳＮＯＲＦ３６についての標準曲線を構築す

るために使用された。陰性対照は、ｍＲＮＡブランク、並びにプライマーおよび

ｍＲＮＡブランクから構築された。ｍＲＮＡが、ゲノムＤＮＡで混入されなかっ

たことを確認するために、ＰＣＲ反応は、ＴａｑＤＮＡポリメラーゼを使用する

逆転写なしで行われた。ＲＮＡの完全性は、シクロフィリンまたはグリセルアル

デヒド・３－ホスフェートデヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）をコードするＲＮＡ

の増幅によって評価された。逆転写およびＰＣＲ増幅に続いて、データは、パー

キン・エルマー配列検出ソフトウエアを使用して分析された。各ウエルから得ら

れる蛍光シグナルは、内部受動対照を使用して正常化され、そしてデータは、Ｓ

ＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡ発現の相対的量を得るために標準曲線に適合された。
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      【０２５５】

  ヒト網膜中のＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡの発現

  ＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡが、網膜で発現されているかどうかを決定するために

、ＲＴ－ＰＣＲは、２つの異なるプライマー対（ＢＢ７８８、順行ＳＮＯＲＦ３

６プライマー、ＢＢ７８９で、逆行ＳＮＯＲＦ３６プライマー；またはＢＢ７９

６、順行ＳＮＯＲＦ３６プライマー、ＢＢ７９８で逆行ＳＮＯＲＦ３６プライマ

ー）を用いて、ヒト網膜のクイック・クローンｃＤＮＡ（クローンテック、カリ

フォルニア州パロアルト）で行われた。以下の条件のもとで、エクスパンド・ロ

ング・テンプレートＰＣＲシステム（ロシュ・モレキュラー・バイオケミカルズ

、インディアナ州インディアナポリス）を使用して、ＰＣＲを行った：９４℃で

５分間維持；９４℃で３０秒間、６８℃で１．５分間の４０サイクル；６８℃で

７分間維持；生成物が、アガロースゲル電気泳動の準備ができるまで４℃で維持

。対照として、類似のＰＣＲ反応は、ヒト全脳クイック・クローンｃＤＮＡ、ヒ

トゲノムＤＮＡ（クローンテック、カリフォルニア州パロアルト）を使用して、

またはテンプレートとして水を使用して行われた。

      【０２５６】

【化１１】

  ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子についての染色体の局在化

  ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子についての染色体の局在化は、スタンフォー

ド・ヒューマン・ゲノム・センター（ＳＨＧＣ）により製造される放射性ハイブ

リッドのパネルを使用して確立され、そしてリサーチ・ジェネティック，インク

．により分布された。８３放射性ハイブリッドの「スタンフォードＧ３」パネル

は、局在化のために使用される場合と同じプライマー、プローブおよび熱サイク

ラープロファイルを使用してＰＣＲによって分析された。２０ｎｇのＤＮＡは、
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各ＰＣＲ反応で使用された。データは、ＳＮＯＲＦ３６遺伝子配列を、特異的マ

ーカーに連結したＲＨサーバー（ＳＨＧＣ）に提示された。ＮＣＢＩローカスリ

ンクおよびＮＣＢＩジーンマップ’９９は、データをさらに分析するために使用

された。

      【０２５７】

  結果および検討

  ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体の断片の同定

  ヒト胎盤ゲノムライブラリーを、減じた緊縮条件下で、ヒトセロトニン５－Ｈ

Ｔ１Ｄ受容体の第三、第五および第六の膜貫通領域に向けられたオリゴヌクレオ

チドプローブでスクリーニングした。陽性にハイブリッド形成するクローンを、

単離し、プラーク精製し、サザンブロット分析によって特徴づけされ、そして配

列決定した。１つのクローンｈｐ１０ｂは、ヒト５－ＨＴ１Ｄ－由来のオリゴヌ

クレオチドプローブでハイブリッド形成し、そしてｐＵＣベクターに連続的にサ

ブクローニングされた２．３ｋｂＨｉｎｄＩＩＩ／ＸｂａＩ断片を含有した。Ｋ

３９と称されるこのクローンは、ＴＭＩＩおよびＴＭＩＩＩをコードする部分的

遺伝子断片、および見込みのある推定的新規ＧＰＣＲの下流イントロンであった

。

      【０２５８】

  全長ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体の単離

  この受容体についての別の配列を得るために、ヒト海馬ｃＤＮＡライブラリー

は、Ｋ３９に向けられたプライマーを用いたＰＣＲによってスクリーニングされ

た。１つの陽性プールは、単独クローンＴＬ２５２が単離されるまで、首尾よく

細分された。このクローンのＤＮＡ配列決定は、それが、ＴＭＩからＴＭＶＩＩ

までを含有するが、しかしＮＨ２およびＣＯＯＨ末端を欠いていることを示した

。開始メチオニンおよび停止コドンを含む残りの配列は、ヒト海馬ｃＤＮＡで行

われた５’および３’ＲＡＣＥによって得られた。ヒト海馬ｃＤＮＡライブラリ

ーは、再スクリーニングし、そしてＴＭＩから停止コドンを含有する２６０－１

３－１および１４３－３３－３の２つの陽性クローンを同定した。これらの２つ

のクローンは、ＴＬ２５２に存在しなかった第一の細胞内ループで両方とも１１
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アミノ酸挿入物を有した。

      【０２５９】

  ＳＮＯＲＦ３６ａ（１１アミノ酸挿入物なしに）についての全長ｃＤＮＡクロ

ーンは、ヒト海馬ライブラリープール２６０．１３．１から得られる１１８０ｂ

ｐＢｇｌＩ／ＥｃｏＲＩ断片に加えて、海馬ｃＤＮＡ  ＰＣＲ産物から得られる

１０２１ｂｐＢａｍＨＩ／ＢｇｌＩ断片と一緒に、ＢａｍＨＩ／ＥｃｏＲＩ切断

ｐｃＤＮＡ３．１に連結することによって得られた。この構築物ＢＯ１０８は、

部位特異的突然変異によって訂正された単独のヌクレオチド突然変異を示した。

訂正構築物ＢＯ１０９は、ｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－ｆと改めて

命名された。ヒト海馬ｃＤＮＡから得られる９つの独立なＰＣＲ産物の分析は、

対立遺伝子変動の存在を示した。ヌクレオチド３９（図１Ａ～１Ｃおよび３Ａ～

３Ｃ）は、アデニンまたはグアニンのいずれかである。ＳＮＯＲＦ３６ｂについ

ての全長クローン（１１アミノ酸挿入物と共に）は、上に記述されるＰＣＲ産物

の１つから得られる３９０ｂｐＢａｍＨＩ／ＮｓｐＩ断片に加えて、ＢＯ１０８

のＰＣＲから得られる１１３０ｂｐＮｓｐＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ断片と一緒に、Ｂ

ａｍＨＩ／ＥｃｏＲＩ切断ｐｃＤＮＡ３．１に連結することによって得られた。

生じるＳＮＯＲＦ３６ｂ構築物ＢＯ１１０は、ｐｃＤＮＡ３．１－ｈＳＮＯＲＦ

３６ｂ－ｆと改めて命名された。

      【０２６０】

  ＳＮＯＲＦ３６での最大開放読取り枠は、１４３４ヌクレオチドであり、そし

てそれは、４７８アミノ酸のタンパク質をコードすることが推定される。下流メ

チオニンを使用することが、１３７７ヌクレオチドの開放枠を生じ、そして４５

９アミノ酸のタンパク質をコードすることが推定される。ＳＮＯＲＦ３６ａのヌ

クレオチドおよびアミノ酸配列は、それぞれ、図１Ａ～１Ｃおよび２Ａ～２Ｂで

示された。ＳＮＯＲＦ３６ｂでの最大開放読取り枠は、１４６７ヌクレオチドで

あり、そしてそれは、４８９アミノ酸のタンパク質をコードすることが推定され

る。下流メチオニンを使用することが、１４１０ヌクレオチドの開放枠を生じ、

そして４７０アミノ酸のタンパク質をコードすることが推定される。ＳＮＯＲＦ

３６のヌクレオチドおよびアミノ酸配列は、それぞれ、図３Ａ～３Ｃおよび４Ａ
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～４Ｃで示された。ＳＮＯＲＦ３６ａおよびＳＮＯＲＦ３６ｂタンパク質の両方

の水治療法分析は、７つの膜貫通ドメインの推定局所解剖学と首尾一貫しており

、Ｇタンパク質結合受容体ファミリーを示す。

      【０２６１】

  ゲンバンクに含まれる配列ＥＭＢＬとの、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａおよびＳＮＯ

ＲＦ３６ｂのヌクレオチドおよびペプチド配列の比較、およびスイスプロットプ

ラス・データベースは、これらのクローンのアミノ酸配列は、アフリカツメガエ

ル・メラノプシン受容体（４５％同一性）、巨大タコのロドプシン（３８％同一

性）、巨大ホタテガイのロドプシン（３６％同一性）、ニホントビイカおよびナ

マズのロドプシン（３５％同一性）、イカのロドプシン（３４％同一性）、ヒト

ペロプシンおよびヒトＲＧＲ（３１％同一性）、ヒトのエンセファロプシン（３

０％同一性）、ヒトのロドプシン（２８％同一性）およびウシのロドプシン（２

７％同一性）にほとんど関連することを示す。ゲンパンクデータベース（ゲネン

ブル、ＳＴＳ、ＥＳＴ、ＧＳＳ、またはスイスプロット）に、ＳＮＯＲＦ３６と

一致する配列はなかった。

      【０２６２】

  ヒトＳＮＯＲＦ３６ａおよびＳＮＯＲＦ３６ｂは、第一の細胞内ループ（これ

らの区分での数は、図４Ａ～４ＣにＳＮＯＲＦ３６ｂに関連する）中のセリン１

１１、第二の細胞内ループ中のセリン１９４、第三の細胞内ループ中のトレオニ

ン２７６、およびカルボキシル末端尾部中のセリン３８６、３９５、および４１

５およびトレオニン３９９に、７つの強力なタンパク質キナーゼＣ（ＰＫＣ）リ

ン酸化モチーフを有する。第一の膜貫通ドメイン中のアスパラギン８８に、１つ

の強力なＮ結合グリコシル化部位、そしてセリン３９０に１つのｃＡＭＰリン酸

化部位もある。ＳＮＯＲＦ３６ａおよびＳＮＯＲＦ３６ｂは、セリン４２５に、

そしてカルボキシ末端尾部にトレオニン４３２に、２つの強力なカゼインキナー

ゼＩＩリン酸化部位をも有する。

      【０２６３】

  ＳＮＯＲＦ３６のラット相同体の断片の単離

  ヒトＳＮＯＲＦ３６に対して設計されたオリゴヌクレオチドプライマーを使用
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した低緊縮ＰＣＲによって、ＳＮＯＲＦ３６のラット相同体の断片を、ラットゲ

ノムＤＮＡから増幅させた。その後、この断片の配列は、高緊縮下で、ラット脊

髄ｃＤＮＡからＳＮＯＲＦ３６断片を増幅するために使用されたラットＳＮＯＲ

Ｆ３６  ＰＣＲプライマーを発生するために使用された。この断片ＫＯ５６は、

ＴＭＩＩの３’末端からＴＭＶの中間まで、ラットＳＮＯＲＦ３６の２５０ヌク

レオチドを含有する。ラットＳＮＯＲＦ３６断片のヌクレオチドおよびアミノ酸

配列は、それぞれ、図５および６に示される。ラットＳＮＯＲＦ３６断片は、ヒ

トＳＮＯＲＦ３６と、８６％ヌクレオチドおよび８８％アミノ酸同一性を共有す

る（図７および８）。ＫＯ５６は、ｐＥＸＪ－Ｔ３Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６ｐと

改めて命名された。ラットＳＮＯＲＦ３６に一致するゲンバンク・データベース

（ゲネンブル、ＳＴＳ、ＥＳＴ、ＧＳＳ、またはスイスプロット）に配列はない

。

      【０２６４】

  全長ラットＳＮＯＲＦ３６受容体の単離

  ラットＳＮＯＲＦ３６についての全長ｃＤＮＡを得るために、ラット脊髄ｃＤ

ＮＡライブラリーは、ラットＳＮＯＲＦ３６断片ＫＯ５６に対して向けられたプ

ライマーを使用したＰＣＲによってスクリーニングされた。１つの陽性プールは

、単独クローンＢＯ１３２が単離されるまで、首尾よく細分された。このクロー

ンのＤＮＡ配列決定は、それが、１４２２ヌクレオチド、５’ＵＴの１４８ヌク

レオチド、および３’ＵＴのおよそ１０００ヌクレオチドの開放読取り枠を含む

ことを示した。発現ベクターｐＥＸＪ．Ｔ７における構築物ＢＯ１３２は、ｐＥ

ＸＪ．Ｔ７－ｒＳＮＯＲＦ３６―ｆと改めて命名された。

      【０２６５】

  ラットＳＮＯＲＦ３６構築物ＢＯ１３２中の最大の開放読取り枠は、１４２２

ヌクレオチドであり、そしてそれは、４７４アミノ酸のタンパク質をコードする

ことが推定される。ラットＳＮＯＲＦ３６のヌクレオチドおよびアミノ酸配列は

、それぞれ、図９Ａ～９Ｃおよび１０Ａ～１０Ｃに示される。ラットＳＮＯＲＦ

３６タンパク質の水治療法分析は、７つの膜貫通ドメインの推定局所解剖学と首

尾一貫しており、Ｇタンパク質結合受容体ファミリーを示す。
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      【０２６６】

  ラットＳＮＯＲＦ３６は、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａと、８１％ヌクレオチド同一

性および７９％アミノ酸同一性を共有する（それぞれ、図１１Ａ～１１Ｄおよび

１２Ａ～１２Ｂ）。  ゲンバンクに含まれる配列ＥＭＢＬとの、ラットＳＮＯＲ

Ｆ３６のヌクレオチドおよびペプチド配列の比較、およびスイスプロットプラス

・データベースは、これらのクローンのアミノ酸配列は、アフリカツメガエル・

メラノプシン受容体（４６％同一性）、巨大タコのロドプシンおよび巨大ホタテ

ガイのロドプシン（３５％同一性）、ナマズのロドプシン（３４％同一性）、ニ

ホントビイカおよびマウスのペロプシン（３３％同一性）、ヒトＲＧＲ（３２％

同一性）、ヒトおよびウシのロドプシン（２８％同一性）、およびヒトのエンセ

ファロプシン（２７％同一性）にほとんど関連することを示す。ゲンパンクデー

タベース（ゲネンブル、ＳＴＳ、ＥＳＴ、ＧＳＳ、またはスイスプロット）に、

ラットＳＮＯＲＦ３６と一致する配列はなかった。

      【０２６７】

  ラットＳＮＯＲＦ３６は、第二の細胞内ループ中のセリン１８３、第三の細胞

内ループ中のトレオニン２６５、およびカルボキシル末端尾部中のセリン３８１

および３８５、およびトレオニン４６０および４６３に、６つの強力なタンパク

質キナーゼＣ（ＰＫＣ）リン酸化モチーフを有する。アミノ酸末端尾部中のアス

パラギン３１および３５に、そして第一の膜貫通ドメイン中のアスパルギン８８

に、３つの強力なＮ結合グリコシル化部位もある。第四の膜貫通ドメイン中のト

レオニン１８７に１つのｃＡＭＰリン酸化部位が、そしてカルボキシ末端尾部中

のセリン４１１および４５２に、そしてトレオニン４１８に、３つの強力なカゼ

インキナーゼＩＩリン酸化部位がある。

      【０２６８】

  ＳＮＯＲＦ３６ａ－発現細胞でのＣａ２＋可動化およびホスホイノシチド加水

分解

  ＳＮＯＲＦ３６ａが、脊椎動物のオプシンに類似するので、それが、ＧｑＧタ

ンパク質に結合でき、そしてホスホイノシチド加水分解、続いて細胞内Ｃａ２＋

の放出を誘導しうることが仮定された。したがって、Ｃａ２＋可動化およびリン
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酸イノシトール（ＩＰ）蓄積は、ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクションさ

れたＣｏｓ－７細胞で評価された。ＦＬＩＰＲで暗所に保持されたｈＳＮＯＲＦ

３６ａ－トランスフェクションＣｏｓ－７細胞のレーザー光への露出は、任意の

外因性リガンドの不在下でＣａ２＋可動化を生じた（図１３Ａ）。この観察は、

おそらくレチナール異性体である内因性発色団が、ｈＳＮＯＲＦ３６受容体にす

でに付着され、そしてレーザー光に対する露出が、リガンドの光異性化および受

容体の活性化を生じたことを示唆した。この状況が、我々に、外因的に添加され

たリガンドの効果を研究させなかったので、我々は、それらを、実験の前に、９

０～１２０分間、光に曝すことによって、ｈＳＮＯＲＦ３６－およびベクター－

トランスフェクションされたＣｏｓ－７細胞を光脱色した。光脱色は、光に対す

る露出が、内因性リガンドの光異性化を生じ、結局リガンドの放出および空の結

合ポケットを有するオプシンの形成に至る現象である。この技術は、ロドプシン

から内因性リガンドを広範に分離するために使用される。光脱色により、ｈＳＮ

ＯＲＦ３６ａ－トランスフェクションしたＣｏｓ－７細胞中のレーザー光に対す

るＣａ２＋可動化反応は、減退されるか、または完全に消失されるかのいずれか

であり（図１３Ｂ）、それにより、内因性リガンドの分離が暗示される。したが

って、光脱色は、特に指示されない限り、全ての連続実験のために使用された。

      【０２６９】

  オプシンは、１１－シス－レチナールの光異性化により形成された「天然の」

アゴニストである全トランス－レチナール（ＳｕｒｙａおよびＫｎｏｘ、１９９

８年）を含めた数種のレチナール類似体によって達成されうる。光脱色されたＳ

ＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクションＣｏｓ－７細胞にレチナール類似体を添

加することにより、明らかなＣａ２＋可動化が観察された（図１４Ａ、１５Ａ）

。効能のランク順は、９－シス－レチナール（ＥＣ５０：１５２ｎＭ）＞全－ト

ランス－レチナール（ＥＣ５０：２６３ｎＭ）＞１３－９－シス－レチナール（

ＥＣ５０：４７７ｎＭ）であった（図１５Ａ参照）。全－トランス－レチナール

に類似する反応は、光脱色されたＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクションＨＥ

Ｋ２９３細胞で見られた（図１５Ｂ）。対照的に、レチナールは、ベクター－ト

ランスフェクションＣｏｓ－７細胞での細胞内Ｃａ２＋レベルを変化しなかった
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（図１４Ｂ）。集約的に、これらの結果は、ＳＮＯＲＦ３６ａが、レチナールに

よって活性化されうるオプシンであることを示す。これらの結果をさらに確認す

るために、我々は、ＩＰ形態におけるＳＮＯＲＦ３６ａの効果を試験した。３Ｈ

－ＩＰ蓄積における濃度依存性増加は、ベクター－トランスフェクション細胞で

はなく、光に露出されるＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクションＣｏｓ－７細

胞での全－トランス－レチナール添加により見られた（図１６Ａ）。対照的に、

光に露出されないＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクションＣｏｓ－７細胞では

、全トランス－レチナールは、３Ｈ－ＩＰレベルを変化せず、それにより光が、

内因性リガンドの分解または受容体の活性化のいずれかについて要求されうるこ

とを示す（図１６Ｂ）。集約的に、これらの結果は、ｈＳＮＯＲＦ３６ａの活性

化は、細胞内Ｃａ２＋可動化の上流でありうるホスホイノシトール加水分解を誘

導できることを示唆する。最終的に、我々は、レチナールに構造的に類似するβ

－イオノンによって、強力な拮抗を試験した。１０μＭ濃度でのβ－イオノンは

、ｈＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクションＣｏｓ－７細胞での全－トランス

－レチナールおよび９－シス－レチナールに対する反応に明らかに拮抗した（図

１７Ａおよび１７Ｂ）。β－イオノンによる拮抗は、克服できないようであった

（図１７Ａおよび１７Ｂ）。これは、β－イオノン－ｈＳＮＯＲＦ３６相互作用

の固有の特徴による可能性がある。代わりに、それは、アッセイに達成される半

平衡条件を表しうる。それでもなお、これらの結果は、レチナール様構造が、こ

の受容体に結合できることを確認する。これらの結果は、ＳＮＯＲＦ３６ａが、

多分ＧｑＧタンパク質を介して、Ｃａ
２＋可動化およびホスホイノシチド加水分

解に結合したオプシンであり、そしてレチナールによって活性化されることに注

目して首尾一貫している。

      【０２７０】

  ＳＮＯＲＦ３６ａを発現する卵母細胞から得られる光の反応

  哺乳類細胞を用いた実験は、レチノールの存在により刺激されるＳＮＯＲＦ３

６ａが、三リン酸イノシトールおよび細胞内遊離Ｃａ２＋の放出を含めた第二メ

ッセンジャー反応を活性化できることを示唆する。アフリカツメガエル卵母細胞

での異種発現は、ロドプシン（Ｋｈｏｒａｎａら、１９８８年）を含めた、多様
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なＧタンパク質結合受容体のリガンド結合および機能活性を研究するために広範

に使用された（Ｇｕｎｄｅｒｓｅｎら、１９８３年；Ｔａｋａｈａｓｈｉら、１

９８７年）。卵母細胞におけるＰＬＣ経路の活性化は、内因性Ｃａ２＋－活性化

Ｃｌ－電流の刺激を導く。我々は、ＳＮＯＲＦ３６ａを発現する卵母細胞が、レ

チノイドによって刺激されうるかどうか、そしてレチノイドに対する感受性は、

光による活性化に依存するかどうかを捜し求めた。

      【０２７１】

  ＳＮＯＲＦ３６ａを発現する卵母細胞に対するレチノイドの急性投与により、

暗所条件下で、または光刺激の後で、なんらイオンの流れは、検出されなかった

。これは、リガンドの予備インキュベーションが、受容体の活性化を理解するた

めに必要でありうることを示唆した。ウシオプシンを発現するアフリカツメガエ

ル卵母細胞での光依存性イオン反応を検出するために、Ｋｈｏｒａｎａおよび共

同研究者ら（１９８８年）は、１１－シス・レチナールと共に３０～４０分間、

卵母細胞をインキュベートして、ロドプシン形成を可能にした。別の例では、ア

フリカツメガエルのメラニン保有細胞の光感受性は、全－トランスのレチナール

を用いた数時間の予備インキュベーションに引き続いてのみ起ることが分かった

（Ｒｏｌｌａｇ、１９９６年）。これらの例に続いて、ＳＮＯＲＦ３６ａを発現

する卵母細胞は、ＮＤ９６＋＋中で全－トランス－レチナール、１３－シス－レ

チナール、または全－トランス－レチノール酸（ＡＴＲＡ）（各々１００ｎＭで

）を用いて、２４～４８時間、暗所で予備インキュベートされた（図１９）。電

流振幅は、１００から５００ｎＡまでの範囲にあり、そしてＰＬＣを活性化する

ことが知られる受容体の刺激により引出されるものに波形においてまったく類似

するようであった（Ｇｕｎｄｅｒｓｅｎら、１９８３年）。ＳＮＯＲＦ３６ａ刺

激により発生された電流は、ウシの桿状オプシンを発現する卵母細胞について報

告されるもの（約５ｎＡ、Ｋｈｏｒａｎａら、１９８８年）より、振幅において

相当に大きかった。これについての理由は、これらの２つの受容体によって活性

化された様々のシグナル形質導入経路によるようである。ＳＮＯＲＦ３６ａは、

Ｇαｑの活性化を介して細胞内Ｃａ
２＋の放出を引起しうるのに対して、脊椎動

物のオプシンは、トランスダシンに結合し、そしてＰＬＣ経路を直接的に活性化
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できない。ＡＴＲＡ以外に、ＳＮＯＲＦ３６ａを発現する卵母細胞を用いたイン

キュベーションの前の室内光にされされたレチノイドは、非露出レチノイドより

明らかに大きな電流振幅（約５倍）を生じた（図１８Ｂおよび１９）。ＳＮＯＲ

Ｆ３６ａのｍＲＮＡを注入されていない、全－トランス－レチナールまたは１３

－シス－レチナールを用いて予備インキュベートされた対照卵母細胞は、光に応

答しなかった（図１８Ｃ；ｎ＝１０個の卵母細胞）

  ヒトＳＮＯＲＦ３受容体をコードするＲＮＡの検出

  ｍＲＮＡは、複数の組織（表１で列記された）から単離され、そして記述され

るとおり分析された。

      【０２７２】

  ヒトＳＮＯＲＦ３６

  フッ素作動性プローブを使用した定量的ＲＴ－ＰＣＲは、ヒトＳＮＯＲＦ３６

をコードするｍＲＮＡが、ＣＮＳ組織で最高に優勢に配置されることが示された

。分析された全ＣＮＳ組織は、ＳＮＯＲＦ３６ＲＮＡの測定可能なレベルを示す

。

      【０２７３】

  最高レベルが、尾状被殻、扁桃、および海馬に見られる。尾状被殻に対するＳ

ＮＯＲＦ３６ＲＮＡの高レベルの局在化は、ドーパミン作動性機能の調節、また

は錐体外路運動系の調節における役割を示す。海馬形成および扁桃におけるＳＮ

ＯＲＦ３６ＲＮＡの高レベルは、ＳＮＯＲＦ３６が、学習および記憶の調節に関

与するという仮説を支持する。それが、恐れ、気分の調節における役割をも有し

得て、そして抑うつ症、不安、恐怖症、および気分障害の治療のための標的を提

供しうる。ＳＮＯＲＦ３６ＲＮＡを含むＣＮＳの他の領域は、骨髄および視床が

挙げられ、それにより感覚伝達または調節（痛覚を含め）における重要な役割は

、ＳＮＯＲＦ３６は、黒質、視床下部、および小脳で低レベルでも発現される。

ＣＮＳじゅうのＳＮＯＲＦ３６ＲＮＡの広範な分布は、ＣＮＳ内での複数の系で

の調節役割を暗示する。

      【０２７４】

  ＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡを発現するが、胎児の脳は、成人に見られるものより
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いっそう低いレベルでそれをする。胎児の脳で、ＳＮＯＲＦ３６ＲＮＡは、簡便

に検出できる。胎児および成人の脳の間のｍＲＮＡレベルで７０倍の差異がある

。発達の調節が、ＣＮＳ内の全ての領域でおこるか、または選択領域に制限され

るかは、この時点で知られていない。この増加の時間経過は、実験されず、そし

てこの受容体の機能を理解する上で重要である。

      【０２７５】

  末梢組織では、分析されたほとんどの組織は、検出可能なＳＮＯＲＦ３６ｍＲ

ＮＡレベルを表した。最大レベルのＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡを発現する抹消組織

は、骨格筋、心臓および小腸である。これらの組織でのレベルは、最大ＣＮＳ領

域で検出されるものより１０倍低い。これらの領域でのＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡ

の存在は、おそらく共通機構により、収縮性の調節における役割を暗示する。分

析された他の組織は、表１で示されるとおり、低レベルのＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮ

Ａを含む。

      【０２７６】

  両方のサブタイプ（ＳＮＯＲＦ３６ａおよびＳＮＯＲＦ３６ｂ）を、全ての組

織サンプルについて分析した。ヒトＳＮＯＲＦ３６についてのプライマーは、長

いサブタイプ（ＳＮＯＲＦ３６ｂ）を選択的に増幅するように、またはＳＮＯＲ

Ｆ３６ａおよびＳＮＯＲＦ３６ｂの両方に共通な領域に設計された。短いサブタ

イプ（ＳＮＯＲＦ３６ａ）をコードするＲＮＡの量は、ＳＮＯＲＦ３６ｂの量を

、総ＳＮＯＲＦ３６の量から引くことによって計算された。分析されたほとんど

の領域で、ＳＮＯＲＦ３６ａは、発現された、優性なサブタイプである。例外は

、尾状被殻および胎児の肺である。これらの組織では、ＳＮＯＲＦ３６ａは、そ

れぞれ、総ＳＮＯＲＦ３６の３１％および４３％を占めた。しかし、分析された

他の全ての組織では、ＳＮＯＲＦ３６ａは、組織中に存在する総ＳＮＯＲＦ３６

の６０％から１００％を占める。

      【０２７７】

  要約すると、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡの分布は、ＣＮＳで、もっとも目だ

っては、錐体外路運動系の調節、辺縁系の調節での広範な調節機能を暗示する。

末梢組織でのそれの存在は、たとえば低いレベルでも、複数の臓器系で広範な調
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節の役割を暗示する。ほとんどの組織でのＳＮＯＲＦ３６ａの優勢さは、機能的

に、それが、優性なサブタイプであることを暗示する。

      【０２７８】

  ラットＳＮＯＲＦ３６

  ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体ｍＲＮＡを用いたように、分析された全ての中枢神

経系構造は、ラットＳＮＯＲＦ３６ＲＮＡを含む。しかし、ラットＳＮＯＲＦ３

６ＲＮＡの最高レベルは、網膜で見られた（表２）。網膜は、任意の他の組織よ

り５倍多くＳＮＯＲＦ３６をコードするＲＮＡを含む。網膜で見られる最高レベ

ルは、視覚または光エントライメントにおける機能を暗示する。ラットＳＮＯＲ

Ｆ３６が、日周期で役割を果すという仮説は、ＳＮＯＲＦ３６ＲＮＡの実質的レ

ベルが、視床下部と同様に松果体腺でも発現されるという事実によって支持され

る（表２）。局在化および機能のデータは、ＳＮＯＲＦ３６が、非桿状、非円錐

の眼の光受容体であることを暗示する。非桿状、非円錐の眼の光受容体が、松果

体腺での光エントラインメント、およびメラトニン合成の調節に起因することが

示唆された（Ｆｒｅｅｄｍａｎら、１９９９年、Ｌｕｃａｓら、１９９９年）。

      【０２７９】

  高いレベルのＳＮＯＲＦ３６ＲＮＡを含む他の領域としては、三叉神経節、脊

髄および髄質が挙げられる。これらの構造に対する局在化、並びに脊髄神経節で

の中程度のレベルは、痛覚刺激を含めた感覚伝達（または調節）における役割を

強力に示唆する。髄質での局在化も、呼吸および心臓血管機能を制御する自律神

経中枢の調節を暗示する。高いレベルのＳＮＯＲＦ３６ＲＮＡを含む他のＣＮＳ

領域が、扁桃、および黒質を包含する。扁桃および他の辺縁系（または辺縁関連

）構造における高いレベルは、気分、恐怖、恐怖症、不安の調節における役割を

示唆し、そして抑うつ症および他の神経心理学的障害の治療のための治療標的を

提供しうる。黒質（線条での発現と関連して）の局在化は、ドーパミン作動性系

の調節における役割を暗示し、そしてパーキンソン病、または遅発性ジスキネジ

ーのような運動障害の治療のための治療的標的を提供しうる。

      【０２８０】

  日周期の調節における強力な役割に加えて、先に記述された視床下部で発現さ
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れる高いレベルのＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡは、神経内分泌調節、食欲および視床

下部によって調節される他の機能の調節における役割も示す。扁桃における高い

レベルは、気分、恐怖、恐怖症、不安の調節における役割を示唆し、そして抑う

つ症および他の神経心理学的障害の治療のための治療的標的を提供しうる。

      【０２８１】

  海馬形成、嗅球、大脳皮質、小脳および他の領域のような他の領域でのＳＮＯ

ＲＦ３６ＲＮＡの低いレベルの存在は、表２に示唆されるとおり複数の多様な機

能を示唆する。

      【０２８２】

  高いレベルのＳＮＯＲＦ３６ＲＮＡを発現する非神経組織としては、卵巣およ

び精巣が挙げられる。これらの領域におけるレベルは、大脳皮質、および小脳を

含めた多くのＣＮＳ領域（表２）に匹敵する。これは、神経または神経外機構に

より、内分泌調節または生殖機能における役割を強力に示唆する。中程度の量の

ＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡを示す他の末梢組織は、表２に列記される。

      【０２８３】

  要約すると、網膜、松果体、および視床下部における高いレベルまたはＳＮＯ

ＲＦ３６ＲＮＡは、非桿状、非円錐の眼の光受容体としての役割が、日周期の調

節に関与したことを示唆する。ＣＮＳを通してのラットＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡ

の分布は、神経系での広範な調節機能を暗示する。強力な機能としては、感覚伝

達の調節、錐体外路運動系の運動系の調節、および辺縁系の調節が挙げられる。

卵巣および精巣は、ＳＮＯＲＦ３６によって調節されうる複数の末梢臓器のなか

にある。他の末梢組織でのこの存在は、たとえば低いレベルでも、複数の臓器系

で広範な調節の役割を暗示する。

      【０２８４】

  表１  ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体（長いおよび短い形態）をコードするｍＲＮ

Ａの分布の要約

  平均の最高発現組織の含有率（Ｃｐｕ±ＳＥＭ）として表されるヒトＳＮＯＲ

Ｆ３６をコードするｍＲＮＡの量。

      【０２８５】
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【表１－１】

      【０２８６】

【表１－２】
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  表２  ラットＳＮＯＲＦ３６受容体をコードするｍＲＮＡの分布の要約

  ＳＮＯＲＦ３６をコードするｍＲＮＡは、最高発現組織の含有率（Ｃｐｕ±Ｓ

ＥＭ）として表される：網膜±ＳＥＭ。

      【０２８７】

【表２－１】
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      【０２８８】

【表２－２】

      【０２８９】
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【表２－３】

  ヒト網膜におけるＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡの発現

  ＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮＡが、網膜で発現されるかどうかを決定するために、２

対のＳＮＯＲＦ３６特異的プライマーを用いてヒト網膜ｃＤＮＡでＲＴ－ＰＣＲ

を行った。予想されたサイズの単独バンドは、各プライマー対についてのアガロ

ースゲル電気泳動につづいて可視化された。ある程度弱いバンドが、テンプレー

トとして全脳ｃＤＮＡを使用した類似のＲＴ－ＰＣＲ反応で観察された。対照的

に、水が、テンプレートとして使用されたＲＴ－ＰＣＲ反応で観察されるバンド

はなかった。両方のプライマー対が、イントロンを交差するように設計されたの

で、類似のサイズのバンドは、ゲノムＤＮＡが、テンプレートとして使用される
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ＲＴ－ＰＣＲ反応で検出されなかった。これらの結果は、ＳＮＯＲＦ３６ｍＲＮ

Ａが、ヒト網膜で発現されることを示す。

      【０２９０】

  ヒトＳＮＯＲＦ３６受容体遺伝子の染色体の局在化

  ヒトＳＮＯＲＦ３６遺伝子は、ＳＨＧＣ－５７８１０およびＳＨＧＣ－５７４

９０に地図付けし、そしてそれは、染色体１０ｑ２２．３に局在化される。

      【０２９１】

    【参照文献】
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    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

  【図１Ａ】

  図１Ａは、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体をコード化している配列を含むヌクレ

オチド配列（配列番号：１）。最も短いオープンリーディングフレームを含む予

想されるオープンリーディングフレームは２つの開始（ＡＴＧ）コード化ン（位

置１０～１２および６７～６９）および終止コドン（位置１４４４～１４４６）

の下線によって示される。さらに部分的５’および３’非翻訳配列を示す。

  【図１Ｂ】

  図１Ｂは、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体をコード化している配列を含むヌクレ

オチド配列（配列番号：１）。最も短いオープンリーディングフレームを含む予

想されるオープンリーディングフレームは２つの開始（ＡＴＧ）コード化ン（位

置１０～１２および６７～６９）および終止コドン（位置１４４４～１４４６）

の下線によって示される。さらに部分的５’および３’非翻訳配列を示す。

  【図１Ｃ】

  図１Ｃは、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ受容体をコード化している配列を含むヌクレ

オチド配列（配列番号：１）。最も短いオープンリーディングフレームを含む予

想されるオープンリーディングフレームは２つの開始（ＡＴＧ）コード化ン（位

置１０～１２および６７～６９）および終止コドン（位置１４４４～１４４６）
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の下線によって示される。さらに部分的５’および３’非翻訳配列を示す。

  【図２Ａ】

  図２Ａは、図１Ａ～１Ｃで示したヌクレオチド配列（配列番号：１）で示した

最も長いオープンリーディングフレームによってコード化されたヒトＳＮＯＲＦ

３６ａ受容体の予想されるアミノ酸配列（配列番号：２）。７つの推定される膜

貫通（ＴＭ）領域に下線を引く。

  【図２Ｂ】

  図２Ｂは、図１Ａ～１Ｃで示したヌクレオチド配列（配列番号：１）で示した

最も長いオープンリーディングフレームによってコード化されたヒトＳＮＯＲＦ

３６ａ受容体の予想されるアミノ酸配列（配列番号：２）。７つの推定される膜

貫通（ＴＭ）領域に下線を引く。

  【図３Ａ】

  図３Ａは、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体をコード化している配列を含むヌクレ

オチド配列（配列番号：３）。最も短いオープンリーディングフレームを含む予

想されるオープンリーディングフレームは２つの開始（ＡＴＧ）コード化ン（位

置１０～１２および６７～６９）および終止コドン（位置１４７７～１４７９）

の下線によって示される。さらに部分的５’および３’非翻訳配列を示す。

  【図３Ｂ】

  図３Ｂは、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体をコード化している配列を含むヌクレ

オチド配列（配列番号：３）。最も短いオープンリーディングフレームを含む予

想されるオープンリーディングフレームは２つの開始（ＡＴＧ）コード化ン（位

置１０～１２および６７～６９）および終止コドン（位置１４７７～１４７９）

の下線によって示される。さらに部分的５’および３’非翻訳配列を示す。

  図３Ｃは、ヒトＳＮＯＲＦ３６ｂ受容体をコード化している配列を含むヌクレ

オチド配列（配列番号：３）。最も短いオープンリーディングフレームを含む予

想されるオープンリーディングフレームは２つの開始（ＡＴＧ）コード化ン（位

置１０～１２および６７～６９）および終止コドン（位置１４７７～１４７９）

の下線によって示される。さらに部分的５’および３’非翻訳配列を示す。

  【図４Ａ】
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  図４Ａは、図３Ａ～３Ｃで示したヌクレオチド配列（配列番号：３）で示した

最も長いオープンリーディングフレームによってコード化されたヒトＳＮＯＲＦ

３６ｂ受容体の予想されるアミノ酸配列（配列番号：４）。７つの推定される膜

貫通（ＴＭ）領域に下線を引く。

  【図４Ｂ】

  図４Ｂは、図３Ａ～３Ｃで示したヌクレオチド配列（配列番号：３）で示した

最も長いオープンリーディングフレームによってコード化されたヒトＳＮＯＲＦ

３６ｂ受容体の予想されるアミノ酸配列（配列番号：４）。７つの推定される膜

貫通（ＴＭ）領域に下線を引く。

  【図４Ｃ】

  図４Ｃは、図３Ａ～３Ｃで示したヌクレオチド配列（配列番号：３）で示した

最も長いオープンリーディングフレームによってコード化されたヒトＳＮＯＲＦ

３６ｂ受容体の予想されるアミノ酸配列（配列番号：４）。７つの推定される膜

貫通（ＴＭ）領域に下線を引く。

  【図５】

  図５は、ラットＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している配列の部分を含むヌ

クレオチド配列（配列番号：５）。

  【図６】

  図６は、図５で示したヌクレオチド配列（配列番号：５）によってコード化さ

れたラットＳＮＯＲＦ３６受容体の予想部分アミノ酸配列（配列番号：６）。推

定される膜貫通（ＴＭ）領域に下線を引く。

  【図７Ａ】

  図７Ａは、ヒトＳＮＯＲＦ３６とラットＳＮＯＲＦ３６の部分配列のヌクレオ

チドアライメント。垂直線は同一の残基を示している。

  【図７Ｂ】

  図７Ｂは、ヒトＳＮＯＲＦ３６とラットＳＮＯＲＦ３６の部分配列のヌクレオ

チドアライメント。垂直線は同一の残基を示している。

  【図８】

  図８は、ヒトＳＮＯＲＦ３６とラットＳＮＯＲＦ３６の部分配列のアミノ酸ア
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ライメント。垂直線は同一の残基を示し、ドットは類似の残基を示している。

  【図９Ａ】

  図９Ａは、ラットＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している配列を含むヌクレ

オチド配列（配列番号：７）。最も短いオープンリーディングフレームを含む推

定オープンリーディングフレームは、１つの開始（ＡＴＧ）コード化ン（位置２

５－２７）および終止コドン（位置１４４７－１７７９）の下線によって示され

る。さらに、部分的５’および３’非翻訳配列を示す。

  【図９Ｂ】

  図９Ｂは、ラットＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している配列を含むヌクレ

オチド配列（配列番号：７）。最も短いオープンリーディングフレームを含む推

定オープンリーディングフレームは、１つの開始（ＡＴＧ）コード化ン（位置２

５－２７）および終止コドン（位置１４４７－１７７９）の下線によって示され

る。さらに、部分的５’および３’非翻訳配列を示す。

  【図９Ｃ】

  図９Ｃは、ラットＳＮＯＲＦ３６受容体をコード化している配列を含むヌクレ

オチド配列（配列番号：７）。最も短いオープンリーディングフレームを含む推

定オープンリーディングフレームは、１つの開始（ＡＴＧ）コード化ン（位置２

５－２７）および終止コドン（位置１４４７－１７７９）の下線によって示され

る。さらに、部分的５’および３’非翻訳配列を示す。

  【図１０Ａ】

  図１０Ａは、図９Ａ～９Ｂで示したヌクレオチド配列（配列番号：７）で示し

た最も長いオープンリーディングフレームによってコード化されたラットＳＮＯ

ＲＦ３６受容体の予想されるアミノ酸配列（配列番号：８）。７つの推定される

膜貫通（ＴＭ）領域に下線を引く。

  【図１０Ｂ】

  図１０Ｂは、図９Ａ～９Ｂで示したヌクレオチド配列（配列番号：７）で示し

た最も長いオープンリーディングフレームによってコード化されたラットＳＮＯ

ＲＦ３６受容体の予想されるアミノ酸配列（配列番号：８）。７つの推定される

膜貫通（ＴＭ）領域に下線を引く。
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  【図１０Ｃ】

  図１０Ｃは、図９Ａ～９Ｂで示したヌクレオチド配列（配列番号：７）で示し

た最も長いオープンリーディングフレームによってコード化されたラットＳＮＯ

ＲＦ３６受容体の予想されるアミノ酸配列（配列番号：８）。７つの推定される

膜貫通（ＴＭ）領域に下線を引く。

  【図１１Ａ】

  図１１Ａは、ヒトおよびラットＳＮＯＲＦ３６受容体のヌクレオチドアライメ

ント。垂直線は保存された残基残基を示し、ドットはアライメント中のギャップ

を示している。

  【図１１Ｂ】

  図１１Ｂは、ヒトおよびラットＳＮＯＲＦ３６受容体のヌクレオチドアライメ

ント。垂直線は保存された残基残基を示し、ドットはアライメント中のギャップ

を示している。

  【図１１Ｃ】

  図１１Ｃは、ヒトおよびラットＳＮＯＲＦ３６受容体のヌクレオチドアライメ

ント。垂直線は保存された残基残基を示し、ドットはアライメント中のギャップ

を示している。

  【図１１Ｄ】

  図１１Ｄは、ヒトおよびラットＳＮＯＲＦ３６受容体のヌクレオチドアライメ

ント。垂直線は保存された残基残基を示し、ドットはアライメント中のギャップ

を示している。

  【図１２Ａ】

  図１２Ａは、ヒトおよびラットＳＮＯＲＦ３６受容体のアミノ酸アライメント

。垂直線は保存された残基を示し、ドットはアライメント中のギャップを示して

いる。

  【図１２Ｂ】

  図１２Ｂは、ヒトおよびラットＳＮＯＲＦ３６受容体のアミノ酸アライメント

。垂直線は保存された残基を示し、ドットはアライメント中のギャップを示して

いる。
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  【図１３Ａ】

  図１３Ａは、（１）ランプ光に曝露しない（図１３Ａ）か、または（２）実験

前に９０分間ランプ光に曝露した（図１３Ｂ）かどちらかのヒトＳＮＯＲＦ３６

ａ－トランスフェクトＣｏｓ－７細胞での基準Ｃａ２＋流動応答。応答は蛍光画

像装置プレートリーダー（ＦＬＩＰＲＴＭ）を使用して測定した。細胞を、０時

点で開始し、それぞれのトレースの終わりまで、１秒間の間隔でレーザー光に曝

露した。最初の蛍光値をすべての蛍光値より引いた。トレースの期間中はなんの

薬物も加えなかった。

  【図１３Ｂ】

  図１３Ｂは、（１）ランプ光に曝露しない（図１３Ａ）か、または（２）実験

前に９０分間ランプ光に曝露した（図１３Ｂ）かどちらかのヒトＳＮＯＲＦ３６

ａ－トランスフェクトＣｏｓ－７細胞での基準Ｃａ２＋流動応答。応答は蛍光画

像装置プレートリーダー（ＦＬＩＰＲＴＭ）を使用して測定した。細胞を、０時

点で開始し、それぞれのトレースの終わりまで、１秒間の間隔でレーザー光に曝

露した。最初の蛍光値をすべての蛍光値より引いた。トレースの期間中はなんの

薬物も加えなかった。

  【図１４Ａ】

  図１４Ａは、（１）ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクトＣｏｓ－７細胞

（図１４Ａ）、および（２）空ベクター－トランスフェクトＣｏｓ－７細胞（図

１４Ｂ）での細胞内Ｃａ２＋における、全－ｔｒａｎｓ－レチナール（１０μＭ

）の効果を示している代表的なトレース。応答は蛍光画像装置プレートリーダー

（ＦＬＩＰＲＴＭ）を使用して測定した。全－ｔｒａｎｓ－レチナールを、矢印

で示した時点で添加した。基準線控除および陰性対照補正をトレース上で実施し

た。

  【図１４Ｂ】

  図１４Ｂは、（１）ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクトＣｏｓ－７細胞

（図１４Ａ）、および（２）空ベクター－トランスフェクトＣｏｓ－７細胞（図

１４Ｂ）での細胞内Ｃａ２＋における、全－ｔｒａｎｓ－レチナール（１０μＭ

）の効果を示している代表的なトレース。応答は蛍光画像装置プレートリーダー
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（ＦＬＩＰＲＴＭ）を使用して測定した。全－ｔｒａｎｓ－レチナールを、矢印

で示した時点で添加した。基準線控除および陰性対照補正をトレース上で実施し

た。

  【図１５Ａ】

  図１５Ａは、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクト（１）Ｃｏｓ－７細胞

（ｎ＝３）（図１５Ａ）、および（２）ＨＥＫ２９３細胞（ｎ＝１）（図１５Ｂ

）での細胞Ｃａ２＋におけるレチナール類似体の濃度依存的効果。データは、平

均値±ＳＤとして示している。

  【図１５Ｂ】

  図１５Ｂは、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクト（１）Ｃｏｓ－７細胞

（ｎ＝３）（図１５Ａ）、および（２）ＨＥＫ２９３細胞（ｎ＝１）（図１５Ｂ

）での細胞Ｃａ２＋におけるレチナール類似体の濃度依存的効果。データは、平

均値±ＳＤとして示している。

  【図１６Ａ】

  図１６Ａは、（１）ランプ光に曝露した（ｎ＝２）（図１６Ａ）か、またはラ

ンプ光に曝露しない（ｎ＝１）（図１６Ｂ）かどちらかの、ヒトＳＮＯＳＦ３６

ａ－および空ベクター－トランスフェクトＣｏｓ－７細胞での、リン酸ニノシチ

ド加水分解における全－ｔｒａｎｓ－レチナールの濃度依存的効果。

  【図１６Ｂ】

  図１６Ｂは、（１）ランプ光に曝露した（ｎ＝２）（図１６Ａ）か、またはラ

ンプ光に曝露しない（ｎ＝１）（図１６Ｂ）かどちらかの、ヒトＳＮＯＳＦ３６

ａ－および空ベクター－トランスフェクトＣｏｓ－７細胞での、リン酸ニノシチ

ド加水分解における全－ｔｒａｎｓ－レチナールの濃度依存的効果。

  【図１７Ａ】

  図１７Ａは、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクトＣｏｓ－７細胞（ｎ＝

２）での全－ｔｒａｎｓ－レチナール誘導細胞内Ｃａ２＋流動のβ－イオノン（

１０μＭ）による拮抗作用（図１７Ａ）。ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェ

クトＣｏｓ－７細胞（ｎ＝２）での９－シス－レチナール誘導細胞内Ｃａ２＋流

動のβ－イオノン（１０μＭ）による拮抗作用（図１７Ｂ）。応答は蛍光画像装
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置プレートリーダー（ＦＬＩＰＲＴＭ）を使用して測定した。データは、平均値

±ＳＤとして示している。

  【図１７Ｂ】

  図１７Ｂは、ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェクトＣｏｓ－７細胞（ｎ＝

２）での全－ｔｒａｎｓ－レチナール誘導細胞内Ｃａ２＋流動のβ－イオノン（

１０μＭ）による拮抗作用（図１７Ａ）。ヒトＳＮＯＲＦ３６ａ－トランスフェ

クトＣｏｓ－７細胞（ｎ＝２）での９－シス－レチナール誘導細胞内Ｃａ２＋流

動のβ－イオノン（１０μＭ）による拮抗作用（図１７Ｂ）。応答は蛍光画像装

置プレートリーダー（ＦＬＩＰＲＴＭ）を使用して測定した。データは、平均値

±ＳＤとして示している。

  【図１８Ａ】

  図１８Ａ～１８Ｃは、卵母細胞に発現したＳＮＯＲＦ３６ａの光感受性。図１

８Ａおよび図１８Ｂに示した卵母細胞に、１０ｎｇのＳＮＯＲＦ３６ａ合成ｍＲ

ＮＡを注入した。電流はｎＡ（ナノアンペア）で表し、一方時間はｓ（秒）で表

している。

  図１８Ａは、ＳＮＯＲＦ３６ａを発現している電圧クランプ卵母細胞中の、光

曝露（棒）によって誘発された電流。卵母細胞は、２４時間、暗所にて全－ｔｒ

ａｎｓ－レチナール（１００ｎＭ）で前処理した。

  【図１８Ｂ】

  図１８Ａ～１８Ｃは、卵母細胞に発現したＳＮＯＲＦ３６ａの光感受性。図１

８Ａおよび図１８Ｂに示した卵母細胞に、１０ｎｇのＳＮＯＲＦ３６ａ合成ｍＲ

ＮＡを注入した。電流はｎＡ（ナノアンペア）で表し、一方時間はｓ（秒）で表

している。

  図１８Ｂは、先に室内光に曝露した全－ｔｒａｎｓ－レチナールで前処理した

第二の卵母細胞の応答。

  【図１８Ｃ】

  図１８Ａ～１８Ｃは、卵母細胞に発現したＳＮＯＲＦ３６ａの光感受性。図１

８Ａおよび図１８Ｂに示した卵母細胞に、１０ｎｇのＳＮＯＲＦ３６ａ合成ｍＲ

ＮＡを注入した。電流はｎＡ（ナノアンペア）で表し、一方時間はｓ（秒）で表
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している。

  図１８Ｃは、２４時間、全－ｔｒａｎｓ－レチナール（１００ｎＭ）で前処理

した、対照非注入卵母細胞は光に対して応答しなかった。

  【図１９】

  図１９は、全－ｔｒａｎｓ－レチナール、１３－シス－レチナールおよびＡＴ

ＲＡ（全－ｔｒａｎｓレチノイン酸）で前処理したＳＮＯＲＦ３６を発現してい

る卵母細胞の光感受性のまとめ。括弧内の番号は、使用した卵母細胞の数である

。
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【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ａ６１Ｐ   1/08                                       Ａ６１Ｐ   3/00                     ４Ｃ０８４
              3/00                                                  3/04                     ４Ｃ０８６
              3/04                                                  3/10                     ４Ｈ０４５
              3/10                                                  3/12                       
              3/12                                                  5/00                       
              5/00                                                  5/38                       
              5/38                                                  7/02                       
              7/02                                                  7/04                       
              7/04                                                  9/00                       
              9/00                                                  9/02                       
              9/02                                                  9/04                       
              9/04                                                  9/10                       
              9/10                                                  9/12                       
              9/12                                                 11/00                       
             11/00                                                 11/06                       
             11/06                                                 13/02                       
             13/02                                                 13/08                       
             13/08                                                 13/12                       
             13/12                                                 15/08                       
             15/08                                                 15/10                       
             15/10                                                 17/00                       
             17/00                                                 19/02                       
             19/02                                                 19/08                       
             19/08                                                 19/10                       
             19/10                                                 25/00                       
             25/00                                                 25/02           １０１      
             25/02         １０１                                                  １０３      
                           １０３                                  25/04                       
             25/04                                                 25/06                       
             25/06                                                 25/14                       
             25/14                                                 25/16                       
             25/16                                                 25/18                       
             25/18                                                 25/20                       
             25/20                                                 25/22                       
             25/22                                                 25/24                       
             25/24                                                 25/28                       
             25/28                                                 25/30                       
             25/30                                                 27/16                       
             27/16                                                 29/00                       
             29/00                                                 29/02                       
             29/02                                                 31/04                       
             31/04                                                 31/10                       
             31/10                                                 31/12                       
             31/12                                                 31/18                       
             31/18                                                 33/02                       
             33/02                                                 35/00                       
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             35/00                                                 37/02                       
             37/02                                                 37/04                       
             37/04                                                 37/08                       
             37/08                                                 43/00           １１１      
             43/00         １１１                        Ｃ０７Ｋ  14/705                      
   Ｃ０７Ｋ  14/705                                                16/28                       
             16/28                                       Ｃ１２Ｐ  21/02                 Ｃ    
   Ｃ１２Ｎ   5/10                                       Ｃ１２Ｑ   1/02                       
   Ｃ１２Ｐ  21/02                                                  1/68                 Ａ    
   Ｃ１２Ｑ   1/02                                       Ｇ０１Ｎ  33/15                 Ｚ    
              1/68                                                 33/50                 Ｚ    
   Ｇ０１Ｎ  33/15                                                 33/53                 Ｍ    
             33/50                                                 33/566                      
             33/53                                       Ｃ１２Ｐ  21/08                       
             33/566                                      Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ    
// Ｃ１２Ｐ  21/08                                                  5/00                 Ｂ    
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摘要(译)

本发明涉及编码哺乳动物SNORF36受体的分离的核酸，纯化的哺乳动物
SNORF36受体，包含编码哺乳动物SNORF36的核酸的载体，包含这种
载体的细胞，哺乳动物。 SNORF36受体的抗体，用于检测编码哺乳动
物SNORF36受体的核酸的核酸探针，与编码哺乳动物SNORF36受体的
核酸独特的序列互补的反义寡核苷酸，正常 备选地，表达编码突变体
SNORF36受体的DNA的转基因，非人类动物，分离哺乳动物SNORF36
受体的方法，用于治疗与哺乳动物SNORF36受体的活性相关的异常的方
法以及哺乳动物。 检测化合物与SNORF36受体结合的方法，鉴定
snorf36受体激动剂和拮抗剂的方法 并提供如此鉴定的激动剂和拮抗
剂。
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